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RESUMO

O fator de elongacédo lalfa (EF1a) é responsavel pela ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio A
do ribossomo, atuando, assim, na fase de alongamento da sintese proteica. O EFla em plantas
é codificado por uma familia multigénica com nimero de genes variavel entre espécies. O
objetivo do presente trabalho foi caracterizar, analisar filogeneticamente e elucidar o perfil de
expressdo dos genes EFlo em soja durante o desenvolvimento, bem como selecionar o(s)
gene(s) de referéncia mais estaveis para ensaios de gRT-PCR no desenvolvimento e
condicdes de estresse. Andlises in silico nos genomas de soja e de outras leguminosas
disponiveis em bancos de dados revelaram familias génicas de 3 a 6 membros com estrutura
conservada de 2 éxons e 2 introns. Dentre as espécies analisadas (Glycine max, Cajanus
cajan, Vigna unguiculata, Medicago truncatula e Phaseolus vulgaris) G. max foi a que
apresentou 0 maior niumero de genes, classificados como EF/a 1a; 1b; 1c; 2a; 2b e 3 apds
analise filogenética. A expressdo dos genes EF 1o foi estudada em diferentes tecidos (flores,
vagens, sementes, cotilédones, folhas unifolioladas e trifolioladas, raizes, hipocétilos e
epicotilos) durante o desenvolvimento da soja. A analise de expressao por gPCR revelou que
0s genes EFla sao funcionais, sendo expressos em todos os tecidos, contudo apresentam
expressdo diferencial dependente do tecido e do estadio de desenvolvimento. A expressao
relativa entre os genes membros mostrou predominio de expressdo para 5 dos 6 genes
analisados: EFla l1a: sem predominio de expressdo; EF1a 1b: Germinacdo e desenvolvimento
do hipocétilo; EFla 1c: Desenvolvimento da vagem; EF 1o 2a: Desenvolvimento da vagem,
folhas unifoliolada e trifoliolada; EF/a 2b: Desenvolvimento da vagem, folhas unifolioladas;
EFlo 3: Germinacdo, flores, raizes, fases iniciais do desenvolvimento do hipocotilo e
epicotilo. Esses dados, juntamente com os de folhas e de raizes submetidas a condi¢cbes de
estresse (PEG e AS) foram usados para avaliar a estabilidade de expressdo dos diferentes
genes EF'la de soja através dos programas GeNorm e NormFinder. Para as analises durante o
desenvolvimento, quatro genes de expressdo estavel (UKN1, SKIP16, EFIf e MTP) foram
tambem utilizados. Os genes EFa foram mais estaveis em cotiléedones (EFla 3 e EFla 1c);
epicétilos (EFla 1b, EFla 2b e EF 1o 1a); hipocotilos (EFla la e EF1p); vagens (EFla 2a e
EFla 2b) e raizes (EFI1a 2a e UKN1) e menos estaveis em folhas trifolioladas/unifolioladas
(UKNL1 e SKIP16) e sementes em germinagédo (EF1f e SKIP16). Em folhas sob condigdes de
estresse, analises atraves do GeNorm revelaram que quatro genes (EFla 2a >1b >2b >1a)
apresentaram classificagdo de estabilidade semelhante nos estresses por AS e PEG. J& em

raizes, distinto padrdo de estabilidade foi encontrado: EFla 2a > 1c >2b >1b > la >3 para



PEG e EFla 1c > 3 > 2a > 1a > 2b > 1b para AS. Tais resultados foram confirmados usando
o programa NormFinder. A despeito das variacdes de expressdo génica em diferentes tecidos
em desenvolvimento e condigdes de estresse, foram determinados genes EF1a que podem ser
usados para normalizar ensaios de PCR em tempo real em soja e leguminosas (tribo

Phaseoleae) vez que genes EF1a ortdlogos foram identificados entre essas diferentes espécies.

Palavras - chave: Expresséo génica; genes de controle enddgeno; Soja (Glycine max).



ABSTRACT

The elongation factor lalpha (EF1a) is responsible for binding of aminoacyl-tRNA to the A
site of the ribosome, acting thus the elongation phase of protein synthesis. The EFla in plants
is encoded by a multigene family with variable number of genes among species. The aim of
this study was to characterize, analyze phylogenetic and elucidate the expression profile of
EF1o genes in soybean during development, as well as select (s) gene (s) of the most stable
reference for gRT-PCR assays in the development and conditions stress. In silico analyses in
the genomes of soybean and other leguminous plants available in databases revealed gene
families 3-6 members with conserved structure of 2 exons and 2 introns. Among the analyzed
species (Glycine max, Cajanus cajan, Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris and Medicago
truncatula) G. max was the one with the largest number of genes classified as EFla la, 1b,
1c, 2a, 2b and 3 after phylogenetic analysis. The EFIla gene expression was studied in
different tissues (flowers, pods, seeds, cotyledons, trifoliate and unifolioladas leaves, roots,
hypocotyls and epicotyls) during the development of soybean. Expression analyses by qPCR
revealed that the EFla genes are functional and expressed in all tissues, however exhibit
differential expression dependent on the tissue and developmental stage. Relative expression
between genes members showed predominance of expression for 5 of the 6 genes analyzed:
EF1o 1a: no predominance of expression; EF/a 1b: Germination and development hypocotyl,;
EFlo 1c: pods development; EFla 2a: pods development, unifoliate and trifoliate leaves;
EFlo 2b: pods development, unifoliate leaves; EFlo 3: Germination, flowers, roots, early
stages development (hypocotyl and epicotyl). These data, together with the leaves and roots
subjected to stress conditions (PEG and AS) were used to assess the stability of expression of
different EFla genes soybean through the programs GeNorm and NormFinder. For the
analyses during development, four stable genes (UKN1, SKIP16, EFif and MTP) were also
used. EF1o. genes were more stable in cotyledons (EFla 3 and EFla 1c); epicotyls (EF1a 1b,
2b and 1a), hypocotyls (EFla la, EF1f and EFla Ic); pods (EFlo 2a and EFla 2b) and
roots (EFla 2b and UKN1) and less stable in trifoliate/unifoliolate leaves (UKN1 and
SKIP16) and germinating seeds (EFIf and SKIP16). In leaves under stress conditions,
through GeNorm analyses revealed that four genes (EFIla 2a> 1b> 2b> 1a) showed similar
stability in the classification of stress for AS and PEG. Already in roots, distinct pattern of
stability was found: EFla 2a> 1c> 2b> 1b> 1a> 3 for PEG and EF'la 1c> 3> 2a> 1a> 2b> 1b
to AS. These results were confirmed using the program NormFinder. In spite of changes in

gene expression in different tissues in development and stress conditions were determined
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EF 1o genes that can be used to normalize the qPCR assays in soybean and others leguminous

plants (Phaseoleae tribe) seeing that EF1a genes orthologous were identified between these
different species.

Keywords: Endogenous control genes; gene expression; Soybean (Glycine max).
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L) MERR) é um dos principais produtos agricolas de exportagdo
nacional, sendo cultivada praticamente em todo o territdrio brasileiro. No periodo de
2010/2011 foram produzidas quase 75 milhdes de toneladas do grdo de soja, o que
corresponde em torno de 28% da producgdo mundial (USDA). O grande interesse no cultivo de
soja se deve a sua grande importancia a nivel nacional e mundial, devido ao seu alto contetido
proteico (em torno de 40%) que serve como base para a alimentacdo de animais e humanos.
Além de excelente fonte de proteinas e 6leo vegetal a soja é rica em outros constituintes
funcionais que fornecem beneficios a saude e prevencdo de algumas doengas (BENEVENTI,
2006).

A soja tem sido alvo de muitos estudos moleculares, visando o aumento da resisténcia
da planta contra estresses bidticos e abioticos, melhoramento de caracteristicas nutricionais
(contetdo de proteinas e 6leo) e aumento da produtividade. A maior parte desses estudos
envolve analise de expressao génica, realizada principalmente através da técnica de qRT-PCR
(reacdo em cadeia da DNA polimerase em tempo real). Essa técnica apresenta alta
sensibilidade, ndo requer nenhum processamento pdés-PCR e os resultados podem ser
visualizados no momento em que a reacdo esta acontecendo. Contudo, a referida técnica deve
ser executada cuidadosamente, pois procedimentos, tais como erros de pipetagem, amostras
com concentragdes iniciais de RNA ndo homogéneas, ineficiéncias nas reacdes de transcricao
reversa, podem invalidar os resultados. Desta forma, é necessaria a adicdo de genes com

expressao estavel, a fim de normalizar essas variacdes experimentais.

Genes comumente utilizados para normalizacdo sdo aqueles envolvidos em processos
celulares basicos, podendo-se citar, os genes codificadores do RNA 18S, Actina (ACT),
Gliceraldeido -3- fosfato desidrogenase (GAPDH), Fator de elongacdo 1 alfa (EFla),
Ubiquitina (UBQ), a- Tubulina (TUA), B-Tubulina (TUB) dentre outros (CZECHOWSKI et
al., 2005; HU et al., 2011).

O fator de elongagdo la (EFla) esta envolvido em um processo celular basico, pois
participa do processo de sintese proteica, promovendo a ligacdo do aminoacil — tRNA ao sitio
A do ribossomo durante a fase de alongamento da sintese de proteinas, processo este
dependente de GTP. Os genes EFlo sdo codificados por familias multigénicas em varias
espeécies de plantas, como exemplos podem ser citadas Arabidopsis (RANSON-HODGKINS



et al., 2009) e arroz (KIDOU e EJIRI, 1998), cujos genes pertencentes a familia multigénica
do EF'1o foram caracterizados, tendo seus padroes de expresséo elucidados.

Na soja pouco se sabe sobre 0s genes que codificam o EF1a em soja, tendo sido dois
genes reportados por Aguilar et al (1991). Igualmente, a normalizacdo de genes constitutivos
de familias multigénicas é escassa e em buscas feitas em bancos de dados do Pubmed
(www.pubmed.gov.com.br) foram encontrados apenas os trabalhos de Huis et al (2010) e Lee
et al (2010) Portanto, como a maioria dos genes constitutivos sdo codificados por familias
multigénicas, torna-se importante realizar estudos de normalizagdo visando identificar quais

membros poderiam ser utilizados em diferentes condi¢es.

Sendo assim, objetivamos caracterizar a familia multigénica do fator de elongacdo 1 o
de soja, identificando o nimero de genes pertencentes a esta familia, bem como analisar,
filogeneticamente estes genes, comparando-0s com genes homaologos de espécies pertencentes
a ordem Fabales, espécies estas, com genoma sequenciado e disponivel nos bancos de dados.
Além desta caracterizacdo, ensaios de qRT-PCR em situacdes de estresse e durante o
desenvolvimento da soja serdo executados a fim de identificar os genes mais estaveis
pertencentes a familia multigénica do EF1la, genes estes, que poderdo ser utilizados como
normalizadores em experimentos posteriores de gRT-PCR em soja e em espécies da ordem

Fabales.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Glycine max (L.) MERR

1.1.1 Origem e classificacéo botanica

O centro de origem da soja é a regio leste da Asia (LI et al., 2010). No Brasil, a soja
foi introduzida inicialmente na Bahia, em 1882 e no século XIX foi levada para Sdo Paulo.
No Rio Grande do Sul (regido produtora mais importante nos dias atuais) foi cultivada pela
primeira vez em 1900 havendo uma expansao acentuada a partir de 1936 (COSTA, 1996). Na
década de 80 foi introduzida na regido dos Cerrados, tornando-se a cultura anual de maior

area plantada no Brasil.

A soja € uma planta pertencente ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Faboideae
(Papilionoideae), género Glycine, espécie Glycine max e forma cultivada Glycine max (L.)
Merr (MISSAO, 2006) (Tabela 1). A soja tem como provavel progenitor a espécie Glycine

ussuriensis (LI et al., 2010).

Tabela 1: Classificacdo botanica da soja (USDA).

Classificacdo botanica

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribo Phaseolae
Subtribo Phaseolinae
Género Glycine
Espécie Glycine max

Fonte: Departamento de Agricultura dos Estados Unidos — USDA



A soja é uma cultura anual, herbécea, ereta, autdgama, apresentando variabilidade
quanto as caracteristicas morfoldgicas, que ainda podem ser influenciadas pelo ambiente,
como a altura que pode variar de 30 a 200 cm, apresentando mais ou menos ramificacdes. O
sistema radicular da soja é constituido de raiz axial principal e de raizes secundéarias (FEHR e
CAVINESS, 1977; MULLER, 1981). Quanto ao ciclo de vida, este, pode variar de 75 dias
para as culturas mais precoces e 200 dias para as mais tardias (EMBRAPA, 2012).

Ao longo do ciclo de vida, a soja possui trés tipos de folhas: as cotiledonares, as
simples ou unifolioladas e as compostas ou trifoliadas; todas com tamanho, formato e
posicionamentos diferentes (Figura 1). Possui flores completas que ocorrem em racemos
terminais ou axilares, variando de duas a trinta e cinco flores por racemo (ROCHA, 2009). A
soja é considerada uma planta de dias curtos, ou seja, precisa de um minimo de horas de noite

ou escuro para indugdo floral.



Peciolo

Folha trifoliolada | Foliolos
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Nodulos

Ritins Tutariis Raiz pivotante ramificada

Figura 1: Planta de soja, mostrando as principais partes que a compoem.

Fonte: Embrapa Soja



O fruto ¢ do tipo vagem e pode chegar a 400 vagens por planta, com numero de grdos
variando de um a cinco por vagem. Contudo, a maioria das cultivares apresenta vagens com
dois ou trés grdos. Suas sementes possuem variacfes quanto a forma, tamanho e cor
(EMBRAPA, 2012).

A soja é uma planta com grande variabilidade genética, tanto no ciclo vegetativo
(periodo compreendido da emergéncia da plantula até a abertura das primeiras flores), como
no reprodutivo (periodo do inicio da floracao até o fim do ciclo da cultura).

Segundo a Embrapa (2012), o cultivo da soja vem se destacando cada vez mais como
uma opcdo rentavel e de alta qualidade para os agricultores da Regido Nordeste do Brasil.
Devido a importancia supracitada, a soja, apresenta desenvolvimento fenoldgico bem
caracterizado, compreendido por estadios de desenvolvimento vegetativos (V) e reprodutivos
(R) — denominacdes propostas por (FEHR e CAVINESS, 1977) (Tabela 2).



Tabela 2: Estadios de desenvolvimento da soja proposto por (FEHR e CAVINESS 1977).

ESTADIO DENOMINACAO DESCRICAO
~  VE  Emergéncia  Cotilédones acima da superficiedosoo
VC Cotilédone Cotilédones completamente abertos
V1 Primeiro n6 Folhas unifolioladas completamente desenvolvidas
V2 Segundo no Primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida
V3 Terceiro nd Segunda folha trifoliolada completamente desenvolvida
V4 Quarto no Terceira folha trifoliolada completamente desenvolvida
V5 Quinto n6 Quarta folha trifoliolada completamente desenvolvida
V6 Sexto no Quinta folha trifoliolada completamente desenvolvida
V..
Vn Enésimo n6 Anti-enésima folha trifoliolada completamente desenvolvida
R1 Inicio do florescimento Uma flor aberta em qualquer n6 do caule (haste principal)
R2 Florescimento pleno Uma flor aberta num dos dois dltimos nds do caule com folha completamente
desenvolvida
R3 Inicio da formacédo da vagem  Vagem com 5 mm de comprimento num dos quarto Gltimos nés do caule com folha
completamente desenvolvida
R4 Vagens completamente Vagem com 2 cm de comprimento num dos quarto Ultimos nés do caule com folha
desenvolvidas completamente desenvolvida
R5 Inicio do enchimento do grdo  Grdo com 3 mm de comprimento em vagem num dos quarto Ultimos nds do caule com
folha completamente desenvolvida
R6 Gréo cheio ou completo Vagem contendo gréos verdes preenchendo as cavidades da vagem um dos quarto
Gltimos nds do caule com folha completamente desenvolvida
R7 Inicio da maturagédo Uma vagem normal no caule com coloragdo madura
R8 Maturacéo plena 95% das vagens com coloragdo madura
Obs:
1. N cotiledonar ndo é considerado.
2. Uma folha é considerada completamente desenvolvida quando as bordas do trifélio da folha
seguinte ndo mais se tocam.
Caule significa a haste principal da planta.
4. A expressido “altimos nos” refere-se aos Ultimos nos superiores.



1.1.2 A soja no Brasil e no mundo

Os principais paises produtores mundiais de soja em ordem decrescente sdo os Estados
Unidos, o Brasil e a Argentina (EMBRAPA SOJA, 2012).

A soja é uma espécie de leguminosa com grande valor econémico destacando-se como
uma das mais importantes culturas do mundo. Em termos de produtividade de grdos no
mundo a safra de 2011/2012 foi projetada em 867,73 milhdes de toneladas (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos — USDA). E a segunda principal oleaginosa cultivada no
mundo, depois do dendé, apresentando — se, como um dos grdos mais consumidos
mundialmente. Este grande consumo se deve as inumeras aplicagdes da soja na industria
farmacéutica e alimenticia, podendo-se citar: a fabricacdo da proteina texturizada de soja, leite
de soja, dentre outros (DALL’AGNOL et al., 2010). Os gréos de soja aparecem como a maior
fonte de proteinas usadas na alimentacdo humana e animal, visto que, possui mais proteinas
que outras fontes de alimentos comumente utilizadas, tais como carne bovina, ovos e peixes.
(KRISHNAN, 2005; COPPER et al., 2008).

No Brasil, a soja ocupa a maior area plantada em relacdo as outras culturas
(BARRQOS, 2006). No cenério mundial, o Brasil se destaca como o segundo maior produtor
de grdos desta leguminosa (EMBRAPA SOJA, 2012). O desenvolvimento de variedades
geneticamente adaptadas as diferentes condicGes de clima, solo e latitude proporcionaram o
cultivo desta leguminosa em todas as regides do pais. Como melhor exemplo desta conquista
genética, plantas originadas de latitudes elevadas tém sido transformadas tornando-se
produtivas em médias e baixas latitudes.

O Mato Grosso, atualmente é o maior Estado produtor e também detentor da melhor
produtividade média. O segundo e o terceiro Estados com maiores areas plantados, Parana e
Rio Grande do Sul, estio na Regido Sul onde a soja foi inicialmente cultivada
comercialmente. Goias, Minas Gerais e Bahia sdo 0s demais estados produtores. Os dados de

producéo da cultura sdo mostrados na (Tabela 3).



Tabela 3: Principais Regides Brasileiras produtoras de Soja e estimativas de producéo.

REGIAO/UF 2008/09 2009/10 Previséo 2010/11 Estimativa
(toneladas) (toneladas) (toneladas)
RR 8,0 1,4 2,1
RO 106,0 122,3 129,4
AC - - -
AM - - -
AP - - -
PA 72,2 86,9 86,9
TO 3114 364,3 368,3
NORDESTE 1.608,0 1.861,7 1.966,5
MA 3874 502,1 553,8
PI 273,1 3431 389,1
CE - - -
RN - - -
PB - - -
PE - - -
AL - - -
SE - - -
BA 9475 1.016,5 1.023,6
CENTRO-OESTE 9.900,1 10.539,2 10.804,7
MT 5.828,20 6.224,50 6.331,60
MS 17158 17122 1.864,6
GO 2.307,2 2.549,5 2.549,5
DF 48,90 53,00 59,00
SUDESTE 1.460,4 1.591,2 1.637,9
MG 929,1 1.019,0 1.030,8
ES - - -
RJ - - -
SP 531,3 572,2 607,1
SuL 8.277,0 8.900,9 9.124,6
PR 4.069,2 4.485,1 4.610,7
sC 385,3 439,6 458,2
RS 3.8225 3.976,2 4.055,7
NORTE/NORDESTE 2.105,6 2.436,6 2.553,2
CENTRO-SUL 19.637,5 21.031,3 21.567,2
BRASIL 21.743,1 23.467,9 24.120,4

Fonte: Empresa brasileira de agropecuaria - EMBRAPA
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No ano de 2010, as exportacOes brasileiras totalizaram 17,1 bilhGes de reais
(EMBRAPA, 2012) e em 2011/2012 a exportacdo brasileira do grdo compreendeu 34% da
exportacdo mundial DEPARTAMENTO DE AGRICULTURA DOS ESTADOS UNIDOS
(USDA).

O relatério do USDA, publicado em 2011, estimou a producéo brasileira em 75,00
milhdes de toneladas para o ano agricola de 2011/2012 e estoque final de 18,18 milhdes de
toneladas. O Brasil participou com 28% da produc¢ao mundial.

A importancia dessa cultura é enfatizada pelo sequenciamento do genoma, cultivar
Williams, publicado no ano de 2010 (SCHMUTZ et al., 2010). A anotacdo do genoma da soja
revelou um elevado numero de genes (em torno de 46.000 genes) apresentando quase o dobro
dos genes encontrados em Arabidopsis (26.000 genes), primeira planta cujo genoma foi
sequenciado no ano 2000 (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000). Portanto,
estudos serdo necessarios a fim de compreender a funcdo da maioria desses genes em soja.
Nesse sentido, a PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR), aparece como uma técnica

robusta e precisa no estudo da expressdo génica.
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1.2 PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)

Estudos de expressdo génica sdo atualmente muito utilizados, uma vez que
possibilitam o entendimento de muitos processos bioldgicos no &mbito molecular. Comparado
aos metodos tradicionais de analise da expressdo génica - incluindo Northern blot,
hibridizag&o in situ e PCR semi — quantitativa, a gRT-PCR foi recentemente considerada
como o método mais confiavel para a deteccdo dos niveis de RNAm, devido a sua alta
sensibilidade e nenhum processamento pos-PCR. O que permite uma comparacgéo direta entre

RNAs que diferem amplamente em suas concentracfes (JIAN et al., 2008).

Metodologias baseadas na PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR) melhoraram a
sensibilidade e a objetividade da interpretacdo dos resultados. O uso da RT-qPCR em analises
das mais diversas amostras permitiu o processamento das informagGes em um Gnico passo,

diminuindo o tempo do processo (HU et al., 2009).

A RT-gPCR é baseada no processo de transcrigdo reversa, seguida da reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR). Nas reacdes de gPCR, moléculas fluorescentes se ligam
covalentemente a nucleotideos dupla fita, tornando-se marcadores durante a cinética da
reacdo. Os produtos amplificados sdo monitorados a cada ciclo, permitindo uma interpretacéo
rapida e precisa do processo de amplificacdo. Atualmente é o método de maior sensibilidade e

especificidade na analise dos niveis de transcritos (BUSTIN, 2002).

A reacdo de PCR consiste na sintese bidirecional e repetitiva de DNA através da
extensdo de uma regido especifica (amplicon) delimitada pelos “primers” ou iniciadores. A
reacdo de PCR requer um par de iniciadores (senso e anti-senso), quatro
desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTPs), DNA polimerase termoestavel e cofatores, tais
como 0 magnésio. A PCR ocorre em trés etapas: 0 primeiro passo € a desnaturacdo da dupla
fita de DNA que acontece a uma temperatura em torno de 95 °C; o segundo passo é o
anelamento (temperatura variavel entre 50 e 65 °C) dos primers na regido do DNA que sera
amplificada; a ultima parte do ciclo corresponde a extensdo da fita de DNA a partir dos
primers pela DNA polimerase termoestdvel, acontecendo a uma temperatura de

aproximadamente 72 °C.

Quando a reacdo de qPCR ¢ iniciada, os sinais de fluorescéncia sdo gerados por
fluoréforos que sdo especificos para a fita dupla de DNA (dsDNA). (KLEIN et al., 2002). O
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sinal é proporcional a quantidade dos produtos de PCR formados. O equipamento de PCR em
tempo real detecta o0 acimulo do produto amplificado durante cada ciclo da reacdo (BUSTIN,
2002). Os dados gerados sdo, entdo, medidos na fase exponencial da reacdo de PCR (HEID et
al., 1996).

Uma importante descoberta para a aplicacdo dessa técnica foi o sistema “Taq Man”,
que utiliza a atividade exonuclease 5° - 3" da enzima DNA polimerase | bacteriana na
construcdo de sondas de oligonucleotideos marcados, que emitem um sinal de fluorescéncia
somente quando clivada. Esta técnica € baseada no principio de transferéncia de energia
ressonante por fluorescéncia (SCHMITTGEN et al., 2008). Atualmente, outros sistemas de
deteccdo de niveis de transcritos tém sido desenvolvidos. No entanto nestes novos sistemas
ndo ha necessidade de hidrolise pela atividade nucledsica da enzima DNA polimerase
(BUSTIN, 2000). Sendo assim, alternativas de menor custo como o uso de corantes
intercalantes, como “SYBR Green”, sdo também usados com frequéncia na deteccdo do
produto de PCR (GIULIETTI et al., 2001) e tém permitido a comparacdo dos diferentes niveis
de expressdo de um mesmo gene em diferentes cultivares, tecidos ou estadios de
desenvolvimento. Entretanto, vale salientar que a técnica de gPCR necessita de normalizacao
para a correta interpretacdo dos dados obtidos. Esta normalizacdo é feita pelo uso de genes

constitutivos, que apresentem expressao estavel nas diferentes condicdes testadas.
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1.3 Genes constitutivos ou “Housekeeping”

Um dos principais fatores em estudos de expressdao génica por RT — qPCR ¢é a
normalizacdo dos dados obtidos por meio do uso de genes constitutivos de expressao estavel.
Esse € um método simples e amplamente utilizado, pois possibilita controlar variacbes na
quantidade e qualidade do RNA, bem como nas diferencas de sintese de cDNA permitindo,
desta forma, avaliar se as variagdes de expressao encontradas entre as diferentes amostras

estdo relacionadas aos tratamentos estabelecidos ou a artefatos experimentais.

A normalizacdo é feita com base em um ou mais genes que possuam expressao
uniforme (estavel) nas condi¢des experimentais em que se deseja avaliar a expressao génica,
podendo englobar a maioria das células de um organismo, diferentes fases ou etapas de
desenvolvimento ou determinadas condi¢bes ambientais. Genes que possuem esse padrdo de
expressdo estavel ou uniforme sdo chamados genes constitutivos ou “housekeeping” — HKGs
(EXPOSITO - RODRIGUEZ et al., 2008). Estes genes durante muito tempo foram escolhidos
com base no conhecimento ou provavel papel em processos celulares basicos, tais como, a

manutencdo da estrutura celular e do metabolismo priméario (WANG et al., 2011).

Genes comumente utilizados para normalizar experimentos em plantas compreendem:
codificadores do RNA 18S, Actina (ACT), Gliceraldeido - 3 - fosfato desidrogenase
(GAPDH), Fator de elongagdo 1 alfa (EFla), Ubiquitina (UBQ), o- Tubulina (TUA), B-
Tubulina (TUB) dentre outros (CZECHOWSKI et al., 2005; HU et al., 2011).

Durante anos os genes citados anteriormente foram utilizados como normalizadores
em experimentos de NORTHERN blots e RT-PCR convencionais. No entanto, embora esses
genes estejam envolvidos em processos celulares basicos, varios estudos (EXPOSITO -
RODRIGUEZ et al., 2008; JIAN et al., 2008; DHEDA et al., 2004; DING et al., 2004;
CZECHOWSKI et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2008; HU et al., 2011; LONG et al., 2011,
MOREIRA et al., 2011; PAOLACCI et al., 2009; REMANS et al., 2011; WANG et al., 2011)
tém demonstrado que genes constitutivos nem sempre apresentam um padrdo de expressdo
estavel dependendo das condi¢Ges ambientais, experimentais, estadios de desenvolvimento e
tipo celular estudado. Portanto, estes autores argumentam a necessidade de determinar
especificamente, bons genes normalizadores para a espécie em estudo, para as condicOes
experimentais pelas quais o0 vegetal esta sendo submetido, para o tipo de tecido estudado ou

estadio de desenvolvimento.
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Existem muitas publicagdes com animais e humanos, descrevendo a identificagdo de
multiplos genes de referéncia para normalizacdo em experimentos por RT-qPCR, mas ainda

sdo poucos os trabalhos com plantas, visto a diversidade existente (REMANS et al., 2011).

Devido a importancia dos genes de referéncia para normalizagdo em ensaios usando
RT-gPCR, a estabilidade de varios genes “housekeeping” tem sido avaliada em varios
organismos e condicOes especificas. Em plantas como arroz (JAIN et al., 2006; DING et al.,
2004; KIM et al., 2003), poplar (BRUNNER et al., 2004), batata (NICOT et al., 2005), soja
(JIAN et al., 2008; HU et al., 2009; MOREIRA et al., 2011; WANG et al., 2011; LE et al.,
2012), café (CAVALLARI et al., 2009; GOULAO et al, 2011), trigo (PAOLACCI et al.,
2009; LONG et al., 2011) e Arabidopsis thaliana (CZECHOWSKI et al., 2005; REMANS et
al., 2011) os genes constitutivos foram avaliados em diferentes condigdes.

Os genes constitutivos em sua grande maioria sdo codificados por familias
multigénicas, no entanto quando estes genes séo testados em relacdo a sua estabilidade de
expressao geralmente apenas um gene membro da familia € analisado. Neste contexto nao se
menciona qual membro pertencente a familia multigénica de uma dada espécie estd sendo
utilizado, dificultando, por exemplo, usar esse conhecimento para estabelecer genes de

referéncia usando genes ortdlogos em espécies proximas filogeneticamente.
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1.4 Fator de elongacéao

O fator de elongacdo da sintese proteica em eucariotos - eEF1 € membro da familia
das proteinas G e é composto de quatro subunidades: A, Ba, Bf e By (BROWNING, 1996
apud CARNEIRO et al, 1999) sendo a subunidade EF1A também conhecida como EF1a. Esta
subunidade desempenha um importante papel na sintese proteica, promovendo a liga¢do do
aminoacil — tRNA ao sitio A do ribossomo em um mecanismo dependente de GTP (XU et al,
2007). Durante a sintese de proteinas o EFla interage com o EF1p formando um complexo
binério favorecendo, em seguida, a ligacdo do GTP a esse complexo formando um complexo
ternario. Posteriormente, o EF1p se dissocia e 0 EFla ativado (ligado a GTP) interage com 0
aminoacil — tRNA promovendo sua ligacdo ao sitio A do ribossomo. Em seguida o GTP ¢

clivado, liberando o GDP, o EF1a inativo volta a se ligar com o EF1p. (Figura 2).

A subunidade EF1a possui trés dominios: O dominio | é responsavel pela ligacdo ao
GTP, o II pelo reconhecimento da extremidade 3° do tRNA e o III faz a ligagdo do aminoacil
— tRNA ao ribossomo (ALVES, 2010). EFla foi caracterizado a partir de uma variedade de
fontes e tem peso molecular de 45,000-55,000 kD, pl de 85 a 9,5 que podem ser
modificados, quer por metilacéo e / ou fosforilagdo (POKALSKY et al, 1989).

A principal funcdo do EFla é sem ddvida relacionada a sintese de proteinas, porém
outras funcgdes sdo atribuidas como desempenhar um papel na transducéo de sinais no interior
das células (YANG et al., 1990 ). Acredita-se também que 0 EF1a possa se ligar a proteinas
do citoesqueleto, como actina e tubulina. O EF1a € um monitor sensivel do pH intracelular e
niveis de Ca’* (RANSOM-HODGKINS et al., 2000). Ativa a phosphoinositol 4 quinase, uma
enzima pertencente a cascata de transducdo de sinais e € ativada por fatores de crescimento
(YANG et al., 1993; INFANTE et al., 2008). Além disso, tém-se encontrado uma expressao
alterada do EFla em diversos tipos de tumores (ADAMS et al., 1992; TOMLINSON et al.,
2005).

O EFla é a segunda proteina mais abundante na ceélula depois da actina,
compreendendo 1-5% do teor total de proteina em celulas normais em crescimento
(INFANTE et al, 2008).

O EFla em eucariotos é codificado por familias multigénicas. Em plantas modelo
como Arabidopsis thaliana e Arroz quatro genes sdo encontrados (AXELOS et al., 1989;
RANDSON- HODGKINS, 2009; KIDOU e EJIRI, 1998). J4& em milho, sete genes foram
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relatados, mas ha& previsdo de 10-15 genes (CARNEIRO et al.,, 1999). Seis genes sdo
encontrados em tomate (POKALSKY et al., 1989), nove genes em algodoeiro (XU et al.,
2007), seis genes em mandioca (SUHANDONO et al., 2001) e vinte genes em cana de agucar
(VIJAYKUMAR et al., 2002). O nimero elevado de copias deste gene pode estar relacionado

com a sua funcéo na sintese de proteinas, a fim de assegurar a fidelidade da traducéo.

Os genes EFlo sdo altamente expressos em todos os tecidos de plantas, sendo
considerados genes constitutivos “Housekeeping” e, portanto, sdo usados para normalizar
experimentos de andlise da expressao génica por PCR em tempo real. No entanto a expressao
destes genes varia em diferentes tecidos, estadios de desenvolvimento, condicdes

experimentais ou estimulos ambientais (XU et al., 2007).

Em soja esses genes ainda ndo foram caracterizados e dessa forma, ndo héa trabalhos
avaliando o perfil de expressdo de todos os membros da familia génica, portanto, fazendo-se
necessario um estudo de expressao génica, avaliando o comportamento dos diferentes genes
membros em condi¢cBes ambientais diversas. Assim, no presente trabalho avaliou-se a

expressao dos genes EF1a em diferentes tecidos durante o desenvolvimento da soja.
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Aminoacil - tRMNA

Cadeia polipeptidica

Q GOP + ™

Ribossomo Ribossomo

Figura 2: Mecanismo de acdo da proteina EF 1a na sintese proteica em eucariotos (MITTAL
etal., 2012).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Caracterizar, analisar filogeneticamente e avaliar o perfil de expressdo da familia
multigénica do fator de elongacdo 1 alfa (EFla) em diferentes tecidos durante o

desenvolvimento da soja (Glycine max).

1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a familia multigénica do EF/a de soja (Glycine max), bem como de
outras leguminosas (Cajanus cajan, Medicago truncatula, Vigna unguiculata e
Phaseolus vulgaris) através de buscas em bancos de dados e anotacao génica;

e Analisar filogeneticamente a familia multigénica do EF/a de soja (Glycine max) e de
outras leguminosas (Cajanus cajan, Medicago truncatula, Vigna unguiculata e

Phaseolus vulgaris);

e Avaliar a expressdo génica da familia multigénica do EFla em diferentes tecidos
durante o desenvolvimento da soja (Glycine max).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material vegetal

As sementes de soja (Glycine max) cultivar (BRS Pala — Safra de 2009), utilizadas
para obtencdo do material vegetal usado nos estudos de expressdo génica, foram doadas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Trigo, Passo Fundo, Rio Grande
do Sul) e encaminhadas ao Laboratorio de Bioenergética da Universidade Federal do Ceard
(UFC) onde foram transferidas para frascos hermeticamente fechados e armazenadas em

geladeira a 10°C.

2.2 Condic0es de crescimento

As sementes de soja (Glycine max), livres de danos mecanicos aparentes foram
selecionadas e esterilizadas em solucdo de Hipoclorito de Sédio (NaClO) 1% durante cinco
minutos, visando eliminar possiveis patdgenos presentes em seu tegumento. Posteriormente as
sementes foram deixadas em agua destilada durante 2 horas. Transcorrido esse tempo as

sementes foram lavadas em agua corrente e em agua destilada (ddH,0).

Estas sementes esterilizadas anteriormente foram germinadas em papel de filtro
embebido com solucdo de Hoagland (25%) em casa de vegetacdo. Esse procedimento de
germinacdo em solucdo de Hoagland foi adotado para evitar sintomas de deficiéncia
nutricional que foram observadas quando as sementes eram germinadas apenas em agua
destilada. Seis dias apds a semeadura, as mudas foram transferidas para hidroponia contendo

a solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) concentrada a 100%.

As coletas dos 6rgaos para extracdo de RNA total foram feitas com 10, 22, 45 dias
apos a semeadura (DAS) no inicio da floracdo, 54 dias (nove dias ap6s o inicio da floracéo) e
63 dias (dezoito dias apds o inicio da floragdo) para estudos nos estadios de desenvolvimento.
Foram coletados raizes, folhas unifolioladas e trifolioladas, cotilédones, hipocotilos,
epicdtilos, flores e vagens. Também foram coletadas sementes no inicio da germinacdo

(semente seca e a semente embebida 24 horas na solugéo de Hoagland) (Tabela 4).
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Tabela 4: Orgdos coletados e idade das plantas usadas para os ensaios durante o

desenvolvimento.

Orgao extraido Idade da planta

Semente seca. -

Semente embebida na solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). 24h
Folha unifoliolada, folha trifoliolada, cotilédones, raiz, epicétilo e hipocotilo. 10 DAS
Folha unifoliolada, folha trifoliolada, cotilédones, raiz, epicétilo e hipocotilo. 22 DAS

Folha trifoliolada, raiz, epicétilo e hipocétilo e flores. 45 DAS
Vagens 09 e 18 DAF

DAS- Dias ap0s a semeadura e DAF- Dias ap6s a floragdo

Apo6s as coletas dos Orgdos, as amostras foram congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e armazenadas no freezer -80 °C até 0 momento da extracéo de RNA total.

2.3 Andlises in silico

2.3.1 Identificagdo in silico dos genes do fator de elongacédo 1 alfa em Glycine max e em

espécies da ordem Fabales.

A caracterizacdo dos genes pertencentes a familia multigénica do EFl«, foi feita
através de buscas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando como banco de dados o
WGS (Whole genome shotgun), onde as sequéncias obtidas do sequenciamento do genoma da
soja estdo depositadas. Desta forma, os genes identificados foram anotados. A anotagéo
consistiu em identificar nos genes EFla a regido dos promotores e a regido transcrita
{subdividida em regides ndo traduzidas 5’ ¢ 3’ [5’UTR (interrompida por 1 intron) e 3° UTR]
e regido codante (constituida de 2 exons e interrompida por intron)}. Apds a anotacdo do
gene, deduziu-se a sequéncia de cDNA que, foi entdo, traduzida na sequéncia de aminoacidos
através da ferramenta de tradugdo do servidor da web Expasy (http://www.expasy.org/). De
maneira semelhante, os genes EFla de outras leguminosas da ordem Fabales, tais como:
Cajanus cajan (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Medicago truncatula (Phytozome:
http://www.phytozome.net/), Vigna unguiculata (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Banco de
dados GSS) e Phaseolus vulgaris (Phytozome: http://www.phytozome.net/) foram anotados e

as sequéncias de cDNAs e de aminoacidos foram deduzidas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.phytozome.net/

28

2.3.2 Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Ap0s a anotacdo dos genes das espécies citadas anteriormente, procedeu-se a anélise
filogenética a partir dos cDNAs anotados. Estas sequéncias, juntamente com as de Gossypium
hirsutum da ordem Malvales (usada como grupo externo) foram alinhadas através do
programa CLUSTAL W e a relacdo evolucionaria determinada pelo programa MEGA 5.05
empregando o método neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987) com valores de bootstrap
(1.000 replicatas) (TAMURA et al., 2011).

2.3.3 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) usados para as reacGes de PCR em tempo
real foram desenhados usando o programa Perl primer V1.1.20 (MARSHALL, 2011). Os
primers foram desenhados a partir da regido 3’ nao traduzida (3’UTR), devido essas regides
serem menos conservadas em comparagdo com a regido codante que apresenta alta identidade

entre suas sequéncias de nucleotideos.

Os primers desenhados variaram em comprimento de 19 a 25 pb, com temperatura de
anelamento entre 50,7 a 63,6 °C e tamanho do fragmento a ser amplificado entre 60 a 199 bp.
Os primers desenhados sdo mostrados na Tabela 5. Nesta mesma tabela também séo
mostrados os genes MTP, EF1f, SKIP 16 e UKN1 (HU et al, 2009) que foram usados como
genes de referéncia para verificacdo da expressdo relativa dos genes EFIa durante o
desenvolvimento e em diferentes tecidos da soja. Os alinhamentos usados para o desenho dos

primers podem ser encontrados nos anexos.
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Tabela 5: Genes utilizados nas analises de expressdo por RT — gPCR de Glycine max (L)
Merr, sequéncia de iniciadores, tamanho do produto amplificado e temperatura de
anelamento.

Temperatura de Eficiéncia de Tamanho do

Gene Cromosomo Produto génico Sequéncia do primer (5°-3°) anelamento °C amplificacdo (%)  amplicon (pb)

5’ GATTTCATGTAGCCGTAGCC 3”
EFlala 05 Fator de elongagéo 1o Rev 5" ATTTAAGACATCCCTCCTCAG 3’ 59.8 113 182

Fwd 5> GGATGTCGTTTCTTATGGT 3’
EFla2a 05 Fator de elongagéo 1o Rev 5° CAAACACAACACATTAAAACAG 3’ 57.5 82 189

Fwd 5 ATGCGATCATAGTTACATTTATAG 3’
EFlalc 16 Fator de elongagéo 1o Rev 5" AGTTCTCATACAGCTTATAAAATAG 3’ 52.9 90 198

Fwd 5> ATCATCGTGGTTACTCCTTTAT 3’
EFlalb 19 Fator de elongacéo 1a Rev 5’ TCAGACTCTTCTTACCATCA 3’ 59.8 95 199

Fwd 5 TTTCTGTACTCTTGTGTCTTCT 3”
EFla2b 17 Fator de elongagéo 1o Rev 5’ACAAACACAACACATTAAAACAC 3’ 57.5 95 159

Fwd 5 GTGCTGGATGGTTTATCAAGG 3’

EFla3 10 Fator de elongagéo 1a Rev 5° AAAGTTGCGAGATGACGGAG 3’ 63.6 129 140

Fwd 5 CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ Huetal,

EFIp Fator de elongacéo 1B Rev 5" AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3’ 63.6 94 134 2009
SKIP16/Proteina de Fwd 5° CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ Huetal,

SKIP 16 interagdo 16 Rev 5 AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3’ 50.7 102 60 2009
Metaloprotease, enzima Fwd 5’ CGCTCCAAGTGCTCCTCATTAG 3’ Huetal.,

MTP de degradagdo da insulina Rev 5’ TGAAGTAACCGACGCCAACG 3’ 63.6 93 71 2009
Fwd 5 TGGTGCTGCCGCTATTTACTG 3’ Huetal.,

UKN1 Proteina hipotética Rev 5 GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC 3’ 63.6 96 74 2009
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2.4 Andlise da expressdo génica pela Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase quantitativa
em tempo real (RT- qPCR)

2.4.1 Extracao de RNA total

Para extracdo de RNA total dos 6rgdos coletados, 200 mg do material vegetal foi
macerado em nitrogénio liquido, utilizando-se almofariz e pistilo. Do material vegetal
macerado obtido, fez-se a extracdo de RNA total, através do RNeasy plant mini Kit (Qiagen)

de acordo com as instrugOes do fabricante.

As amostras maceradas foram adicionados 700 pL do tampdo RLT e 10 uL de p —
mercaptoetanol, homogeneizadas usando-se o vortex, e a solucdo obtida foi transferida através
de pipetagem para uma mini coluna do kit (QIAshedder spin column - lilas, acoplada a um
tubo coletor de 2 mL) e centrifugada a 25 °C por 2 minutos a 14.000 RPM. O sobrenadante
foi recuperado e transferido para um novo tubo eppendorf, onde foram adicionadas 0,5 vezes

do volume inicial de etanol 95% (400I) e a solucdo obtida foi misturada por inversao.

A solucdo obtida anteriormente (em torno de 700 pL) foi transferida para uma nova
coluna do kit (RNeasy mini spin column — rdsea, acoplada a um tubo coletor de 2 ml) e
centrifugada a temperatura ambiente (25 °C) por 15 segundos a 10.000 RPM. O eluido foi
descartado sendo adicionado na coluna résea 350 pulL de tampdo RW1, centrifugando-se a
temperatura ambiente por 15 segundos a 10.000 RPM. Foram aplicados 80 uL de
desoxirribonucleases (DNase) na coluna, sendo esta deixada a temperatura ambiente durante
15 minutos. Transcorrido este tempo, adicionou-se novamente 350 uL. de RW1 e fez-se nova
centrifugacdo a temperatura ambiente por 15 segundos a 10.000 RPM. Apds a ultima lavagem
com RWL1 a coluna foi transferida para um novo tubo coletor e foram adicionados 500 pL de
RPE na coluna, que foi submetida a uma centrifugacdo a temperatura ambiente por 15
segundos a 10.000 RPM. O eluido foi descartado e foram adicionados mais 500 puL de RPE na
coluna, submetendo-a a uma nova centrifugagéo a temperatura ambiente por 2 minutos a 10
mil RPM, a fim de eliminar qualquer residuo de etanol que possa interferir em reacdes

posteriores.

O eluido e o tubo coletor foram descartados e a coluna foi transferida para um novo
tubo coletor de 1,5 mL. Em sequéncia foram adicionados 40 uL de agua livre de RNases
diretamente na coluna, submetendo a nova centrifugacdo por 1 minuto a 10.000 RPM para

eluicdo do RNA. O RNA eluido é armazenado a -20 °C para posterior quantificacéo, analises
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eletroforéticas, reacdes de transcri¢do reversa (TR) e ensaios de RT- gPCR. Os passos de
extracdo do RNA total usando-se o RNeasy plant mini Kit estdo resumidos na Figura 3.
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Figura 3: Etapas da extracdo de RNA total.
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2.4.2 Quantificacdo e pureza do RNA total

Apos extracdo do RNA total a concentragdo e pureza das amostras foram determinadas
através do espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) em comprimentos de onda
de 260nm. Para estimar a pureza do RNA extraido a razao de 260/280 nm de absorbéancia foi
utilizada para identificar contaminagdes por proteinas (razdo deve estar entre 1,8 a 2) e a
razao de 260/230 nm de absorbéncia utilizada para contaminac@es por polissacarideos (razéo

deve estar acima de 2).

2.4.3 Integridade do RNA total

A integridade do RNA total e contaminacdo com DNA gendmico foram verificadas
usando-se 0,5 ug de RNA total. Para isso foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a
1%. A agarose (ainda liquida) foi colocada em uma bandeja apropriada para insercédo de
pentes, 0 que possibilita a formacdo de canaletas (pogos). Nas canaletas foram aplicados um
volume X de amostra, volume este determinado de acordo com a concentracdo do RNA total
extraido, 1,5 puLL do tampéo da amostra (Azul de bromo fenol), sendo um volume final de 5 uLL

completado com agua DEPC (&gua livre de RNases) .

Apos solidificacdo, o gel de agarose foi colocado em uma cuba eletroforética, e esta
foi preenchida com tampdo MOPs 10X e ligada a um gerador que polariza a cuba com
amperagem constante de 35 mA. A corrida eletroforética durou aproximadamente 30 minutos
a temperatura ambiente (25 °C). Devido ao RNA possuir carga elétrica negativa em pH
neutro, esta molécula migra entre os poros do gel em direcdo ao polo positivo da cuba, 0 que
permite a formacgéo de bandas separadas de acordo com o tamanho molecular do fragmento de
RNA. Apds a corrida eletroforética o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL)
durante 10 minutos. O brometo de etideo é um agente intercalante de RNA/DNA, gue permite

a visualizacdo das bandas de DNA/RNA, quando exposto a luz ultravioleta.

Para visualizacdo do RNA ribossomal (18S e 28S) no gel de agarose foi utilizado o
transiluminador de luz UV, sendo o RNA fotodocumentado por meio do sistema Mini BIS
Pro (Bio-Imaging Systems) com auxilio do software GEICaptureTM.

2.4.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Apbs as analises de pureza e integridade descritas anteriormente, o0 RNA total foi

utilizado para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizando o Kit da IMprom!I™
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Transcriptase Reverse (Promega, Estados Unidos) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Na reacédo foram adicionados aproximadamente 1 pg de RNA total, oligodT,4, MgCl, 25 mM,
dNTPs 10 mM, tampéo de reacdo 5X e agua livre de RNases (Quiagen). A Tabela 6 mostra os

reagentes utilizados para esta reacdo, bem como 0s seus respectivos volumes.

A solucdo obtida apos a adicdo dos reagentes supracitados (19 ul) foi submetida a 65
OC por 5 minutos para desnaturacio e, posteriormente, transferidos para o gelo. Logo apds, 1
uL da enzima transcriptase reversa foi adicionada em cada tubo de reacdo, completando o
volume para 20 pL.

A reacdo de sintese da fita complementar ocorreu a 42 °C por 1 hora, seguida de 75 °C

por 15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20 °C para posteriores reacdes de qPCR.
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Tabela 6. Componentes e volumes usados nas reagdes de transcri¢do reversa.

Reagentes Volumes

RNA total Variavel em funcéo da leitura espectrofotométrica para
1 nug de RNA total.
Tampéo 5X 4 ulL

MgCl, (25 mM) 2,4 uL

dNTPs (10 mM) 1,0 uL
OligodT24 (20 pmols/uL) 3,0 uL

H,O livre de RNAses Variavel em fungdo do volume de RNA total

Transcriptase reversa (160 p/uL) 1,0 uL

2.4.5 Padronizacéo para as reacoes de qPCR

2.4.5.1 Quantificacdo das amostras de RNA total e dos iniciadores especificos
(PRIMERS).

Inicialmente 0 RNA obtido foi quantificado em espectrofotometro Nanodrop 2000
(Thermo Scientific), como descrito anteriormente. A quantificacdo foi realizada em triplicata,
sendo feita uma média destas leituras. Este procedimento foi adotado a fim de evitar possiveis
erros de quantificacdo que poderiam levar a resultados ndo confidveis. Posteriormente foi
realizada uma corrida eletroforética visando identificar se as amostras de RNAs estavam
realmente homogéneas.

Apos a quantificacdo e determinacdo da homogeneidade das amostras de RNA, foram
realizadas as reacdes de transcricao reversa. Os cDNAs obtidos ap6s as reacdes de RT foram
diluidos para uma concentragao final de 25 ng/uL considerando-se que a concentracdo inicial

era em torno de 1000 ng/uL para todas as amostras.

Inicialmente os primers foram diluidos para uma concentragdo de 500 puM, sendo
posteriormente, quantificados em triplicata usando-se o espectrofotbmetro Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). Da média das concentragcbes obtidas das leituras foi calculada a

concentracdo real de cada primer, sendo estes, posteriormente diluidos para uma concentracdo
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de 6 uM, a fim de se obter uma concentragéo final de 300 nM/uL, concentragdo esta que foi
utilizada nas reagdes de qPCR.

2.4.5.2 Curva de eficiéncia dos primers

Para mensurar a eficiéncia dos primers foram utilizadas dilui¢cdes seriadas do pool de
cDNA (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000). A curva foi feita através da gPCR no
termociclador Mastercycler ep realplex (Eppendorf). A eficiéncia foi calculada usando a
equacdo Ef = 100s1ore) g

2.4.5.3 Gradiente de temperatura

A fim de determinar a temperatura 6tima para cada par de primer foi feito um
gradiente de temperatura usando um pool das amostras de cDNA. O procedimento foi
realizado em termociclador Mastercycler ep realplex 4S (Eppendorf®). As temperaturas
usadas foram (47,2; 50,5; 52,7; 55; 57,5; 59,8; 63,6 e 65 °C). Foram selecionadas as

temperaturas de menor Ct e com as curvas mais tipicas (sigmoides).

2.4.5.4 PCR semi-quantitativa

A reacdo de PCR semi-quantitativa foi realizada para testar a qualidade do cDNA,
produzido como descrito anteriormente. Utilizou-se para tal procedimento o par de primers
referente a0 gene EFla la. Para cada reacdo foi utilizado 1 puL de cDNA, acrescido de
tampdo de reacdo 5x, 1 uL. de dNTPs (5 mM), 1 uL de cada iniciador especifico (primers),
0,1 uL da enzima Go Taq DNA polimerase. O volume total foi completado com &gua livre de
RNAses, totalizando 25 pL. O resultado da amplificacdo foi visualizado em gel de agarose
2%.

2.455RT-gPCR

As reacdes de amplificacdo por PCR quantitativa foram realizadas a partir do cDNA,
obtido das reagOes de transcricdo reversa das amostras de RNA e diluidos para uma
concentracdo de 25 ng/uL. A diluicdo das amostras de cDNA foi feita considerando-se a
concentracdo de 1000 ng/ulL. Nas reacdes de qPCR foram utilizados 4 pL de cDNA para
cada reagdo, totalizando 100 ng/uL por pogo. Aliquotas da mesma amostra de cDNA foram

utilizadas para todas as reacOes gene-especificas.
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A gPCR foi realizada de acordo com o seguinte protocolo: para cada reacdo (pogo da
placa) foram adicionados 10 uL. do Power SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied
Biosystems), 4 uL. de cDNA (100 ng), 1 uL de cada oligonucleotideo iniciador (senso e anti-
senso), em uma concentragao 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 realplex 4S (Eppendorf®) através da deteccdo dos
niveis de fluorescéncia do SYBR Green. As andlises dos dados de fluorescéncia obtidos
foram realizadas pelo Realplex Software. As reacGes ocorreram em placas com 96 pocos e
foram realizadas em triplicata e conduzidas de acordo com os seguintes parametros: 1) 95° C
por 10 minutos; 2) 40 ciclos: 15 segundos de desnaturacdo a 95° C, 15 segundos de
anelamento, variando a temperatura de acordo com cada par de primer (Tabela 2.6), e 20
segundos de extensdo a 60° C. Também foi realizada a curva de dissociagdo (Melting), que
consistiu de 15 segundos de incubacdo a 95 °C, 15 segundos de incubacdo a 60 °C e uma
subida de 95 °C.

2.4.6 Analise dos dados de expressdo por RT-gPCR

Apos a realizacdo das reacGes de PCR em tempo real, os niveis de expressao génica
foram determinados pelo numero de ciclos de amplificagdo necessarios para a fluorescéncia
(emitida pelo SYBR Green) ultrapassar um limiar durante a fase exponencial da reacdo de
PCR, determinado pelo C; (Cycle treshold). Os Cts utilizados para as analises foram obtidos
através da média aritmética entre as triplicatas de reacGes para cada condicdo e gene. Para
normaliza¢do dos resultados, foi utilizada a equagdo ACt = Ct (gene alvo) — Ct (controle
enddgeno). Os valores brutos de C; foram convertidos em dados de expressdo relativa
utilizando-se 0 método delta C; e delta-delta C; (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001) com o
auxilio do programa GeNorm (VAMDESOMPELE et al., 2002).
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3 RESULTADOS

3.1 Qualidade do RNA

O RNA total foi extraido de varios tecidos (flores, sementes, vagens, cotilédones,
folhas unifolioladas, folhas trifolioladas, raizes, hipocoétilos e epicotilos) em diferentes
estadios de desenvolvimento. O RNA total também foi isolado de folhas e raizes de plantas

com treze dias ap6s a semeadura em duas condi¢des de estresse (AS e PEG).

A quantificacdo em espectrofotdmetro mostrou que as relacdes 260/280 e 260/230
ficaram entre 2 e 2,03 e 1,0 e 2,29, respectivamente. Com base nas relagdes 260/280 e
260/230, a qualidade do RNA extraido foi considerada boa. A média de concentracdo do
RNA total foi de 136,9 e 1149 ng/uL. (Tabela 7).

Em relacdo a integridade, os perfis observados no gel de agarose demonstram a
integridade dos RNAs analisados, ja que foram visualizadas as bandas do RNA ribossomal

referentes as subunidades 18S e 28S (Figura 4).

3.2 Qualidade do cDNA obtido pela reacéo de transcrigcdo reversa

A qualidade do cDNA produzido via transcricdo reversa foi verificada através da PCR
semi - quantitativa, usando todas as amostras de cDNA produzido. A banda referente ao
amplicon do gene EFla la, usado para as reagOes, foi evidenciada nas diferentes amostras
analisadas, demonstrando boa qualidade do cDNA produzido (Figura 5).
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Tabela 7: Valores médios das concentracOes e relacdes de absorbancias dos RNAs extraidos
em varios tecidos de soja (cultivar BRS- Pala), durante o desenvolvimento e em condicGes de

estresses.

Média das
Tratamentos concentracoes Relacao 260/280 Relacao 260/230
(ng/uL)
Controle Oh ft 313,8 2,13 1,49
Controle 6h ft 523 2,11 2,0
Controle 12h ft 361 2,0 1,5
Controle 24h ft 462,3 2,15 2,1
Controle Oh raiz 346,7 2,0 1,62
Controle 6h raiz 587 2,09 2,21
Controle 12h raiz 407,2 2,13 1,65
Controle 24h raiz 592,7 2,04 1,42
PEG Oh ft 426,2 2,1 1,51
PEG 6h ft 569,1 2,12 2,29
PEG 12h ft 589,1 2,09 2,0
PEG 24h ft 551,9 2,13 1,80
PEG 0Oh raiz 559 2,11 1,23
PEG 6h raiz 369,6 2,12 1,75
PEG 12h raiz 363,1 2,1 2,07
PEG 24h raiz 248,2 2,11 2,05
AS 0Oh ft 620,2 2,10 2

AS 6h ft 371,9 2,10 1,7
AS 12h ft 381,5 2,13 2,24
AS 24h ft 341,26 2,12 1,39

AS 0Oh raiz 4497 2,12 15
AS 6h raiz 610,2 2,08 2,17
AS 12h raiz 682,26 2,11 2,16
AS 24h raiz 417,2 2,12 1,7
Flores 420,4 2,11 1,53
Vagens 9 dias 1149,7 2,15 2,04
Vagens 18 dias 758,0 2,12 2,21
Semente seca 592,4 2,11 2,3

Semente embebida 24 h 238,0 2,15 2,07



Cotilédones 10 dias
Cotilédones 22 dias
Folha trifoliolada 10 dias
Folha trifoliolada 22 dias
Folha trifoliolada 45 dias
Folha unifoliolada 10 dias
Folha unifoliolada 22 dias
Raiz 10 dias
Raiz 22 dias
Raiz 45 dias
Hipocotilo 10 dias
Hipocotilo 22 dias
Hipocotilo 45 dias
Epicétilo 10 dias
Epicétilo 22 dias
Epicétilo 45 dias

841,1
136,9
783,65
545
246,5
591,95
370,2
788,4
529,6
330,7
260,5
159,9
409,4
817,7
382,3
578,3

2,14
2,11
2,1

2,09
2,13
2,10
2,14
2,12
2,11
2,12
2,11
2,14
2,13
2,13
2,13
2,11

2,31
1,52
2,3

2,26
2,13
1,8

2,06
1,88
1,76
1,45
1,9

1,54
1,96
1,43

1,78

40
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Folha Controle PEG Acido salicilico
0 6 12 24 0 6 12 24 0 6 12 24 {horas)

RNAr 28s
RNAr 18s
Ralz Controle PEG Acido salicilico
0 6 12 24 0 6 12 24 0 6 12 24 {horas)
RNAr 28s
RNAr 18s
Desenvolvimento
Folha Folha o
trifoliolada  _unifoliolada Cotilédones Epicaétilos
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10 22

RNAr 28s
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Hipocétilos Raiz Flor Vagens Sementes

1027 45 10 27 45 45 51 63 Seca 2ih iz

RNAr 28s
RNAr 18s

Figura 4: Andlise da integridade do RNA extraido em gel de agarose (1%), evidenciando as

bandas do RNA ribossomal 18S e 28S. A defini¢do das amostras estd mostrada no gel.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificacdo do gene do fator
de elongacédo 1 alfa la (EFlo 1a) para avaliacdo da qualidade do cDNA produzido na PCR
semi - quantitativa. Raias 1-12: folhas de soja de plantas controle e tratadas com polietileno
glicol (PEG 100g/L) e &cido salicilico (AS 0,5mM); Raias 13-24: raizes de plantas controle e
tratadas com polietileno glicol (PEG 100g/L) e &cido salicilico (AS 0,5mM); Raias 25-45:
amostras de varios tecidos (Semente seca, semente embebida na solucdo nutritiva de
Hoagland por 24 horas, raiz, folha unifoliolada, folha trifoliolada, cotilédones, hipocétilo,
epicotilo, flores e vagens) da planta em varios estadios de desenvolvimento, compreendendo
estadios vegetativos (10 e 22 dias ap6s a germinacdao — DAG) e reprodutivos 45 DAG (inicio
da floracdo), 54 DAG (nove dias ap0s o inicio da floracdo) e 63 DAG (dezoito dias ap6s 0

inicio da floracdo).
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3.3 Escolha da melhor temperatura de anelamento

A melhor temperatura de anelamento foi escolhida com base na realizagdo de um
gradiente de temperatura. As temperaturas selecionadas para cada par de primers variaram.
A Tabela 8 mostra as temperaturas de anelamento dos primers selecionadas para realizagéo
dos ensaios de qRT-PCR.

3.4 Especificidade e eficiéncia dos primers

Neste estudo, seis genes EF1a nomeados anteriormente (EF/a 1a, 1b, 1c, 2a, 2be 3) e
outros quatro genes (MTP, SKIP 16, UKN1 e EF'1p) tiveram sua expressdo avaliada por RT-
gPCR em varios tecidos durante o desenvolvimento. Em condi¢des de estresse (PEG e AS)
somente 0s genes pertencentes a familia multigénica do EFla foram avaliados. A
especificidade dos dez pares de primers dos genes candidatos a normalizadores, juntamente

com os primers dos genes LEA, PR3 e FTL3 foi avaliada por RT-qPCR.

As analises das curvas de dissociacdo mostraram a presenca de um anico pico,
evidenciando, desta forma, que um Unico produto foi amplificado e que ndo houve formacéo
de dimeros de primers (Figura 6). A especificidade também foi confirmada através de
eletroforese em gel de agarose 2%, onde se observou a presenca de um Unico fragmento com

o tamanho do amplicon esperado para todos 0s genes testados.

A eficiéncia de amplificacdo dos primers variou de 82 (EFlo 2a) a 129% (EF1a 3),
mostrando que todos os primers eram adequados para ensaios por RT — gPCR (Tabela 9). Os

valores de eficiéncia de todos os genes sdo mostrados na (Tabela 9).
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Figura 6: Curvas de dissociacdo obtidas por RT-qPCR usando primers especificos. A- PR3:
quitinase tipo 1; B- LEA: proteina abundante na embriogénese tardia; C- FTL3: proteina da
floracdo do locus T; D- EFlo la: fator de elongacdo 1 alfa la; E- EF/a 1b: fator de
elongacéo 1 alfa 1b; F- EFla 1c: fator de elongacgéo 1 alfa 1c; G- EFla 2a: fator de elongagéo
1 alfa 2a; H- EF' 1o 2b: fator de elongagéo 1 alfa 2b; I- EF/a 3: fator de elongagéo 1 alfa 3; J-
MTP: metaloprotease, enzima de degradacdo da insulina; L- UKN1: proteina hipotética; M-
EF1p: fator de elongacdo 1 beta e N- SKIP 16: SKP1/Ask- proteina de interagiol6.
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Tabela 8: Temperaturas de anelamento selecionadas para os genes da familia multigénica do
EFla, PR3, LEA, FTL3, MTP, UKN1, SKIP 16 e EF1p.

EFIAla EFI1Alb EFIAlc EFIA2a EFIA2b EFIA3 PR3 LEA FTL3 MTP UKN1 SKIP 16 EF1p

Temperatura
de anelamento  59,8°C 59,8°C 63,6°C 57,5°C 57,5°C 63,6°C 50,5°C 65°C 52,8°C 63,3°C  63,6°C 50,7°C 63,6°C

selecionada

Tabela 9: Calculos da inclinacdo (slope) da curva e da eficiéncia de amplificacdo dos

diferentes pares de primers obtidos na RT-qPCR.

Iniciador Inclinacéo Eficiéncia (%)
EFla la -3,01 1,13
EFla 2a -3,79 0,82
EFla2b -3,50 0,95
EFla 1b -3,55 0,90
EFla3 -3,79 1,29
EFla 1c -3,90 0,90
FTL3 -3,70 0.86
LEA -3,30 0,99
PR3 -3,34 0,99
EFIp - 0,04
SKIP 16 - 1,02
MTP - 0,93

UKN1 - 0,96
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3.5 Determinacédo da estrutura e nimero de genes EF1a em espécies da ordem Fabales

Os genes EFla sdo codificados por familias multigénicas nas espécies da ordem
Fabales (Glycine max, Cajanus cajan, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata e Medicago
truncatula) aqui analisadas. Todas essas espécies com exce¢do de Vigna unguiculata tiveram
0s seus genomas sequenciados e se encontram atualmente disponiveis nos bancos de dados, o
que possibilitou as analises aqui realizadas. Inicialmente identificou-se nos bancos de dados
as sequéncias relativas aos genes EFla e determinou-se 0 nimero de genes em todas essas

espeécies analisadas.

O ndmero de genes encontrados variou de 3 a 6 entre as diferentes espécies de
leguminosas. Em soja foram identificados seis genes codificando para o EFla, em Cajanus
cajan e Medicago truncatula encontraram-se cinco genes e em Phaseolus vulgaris e Vigna
unguiculata trés genes. Em Vigna unguiculata tem-se apenas uma estimativa do nimero de
genes, tendo em vista que 0 seu genoma ndo esta sequenciado. A (Tabela 10) mostra o
nimero de genes em cada espécie. Os genes EF 1o em soja estdo distribuidos em 5 diferentes
cromossomos 5, 10, 16, 17 e 19 (Tabela 11).
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Tabela 10: Caracterizacao e nimero de genes EF1o em espécies da ordem Fabales.

Espécies Medicago Phaseolus Cajanus Glycine Vigna

truncatula vulgaris cajan max unguiculata

NUmero de genes Cinco Trés Cinco Seis
Nldmero de éxons e Dois/dois Dois/dois Dois/dois Dois/dois
introns.

Tabela 11: Localizagdo gendmica dos genes EF1a de soja.

Localizacao (Cromossomo)

EFla la S
EFla 1b 19
EFla1c 16
EFla2a S
EFla 2b 17

EFla 3 10
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Quando se analisou a estrutura dos genes EF'/a, pode-se concluir que todas as espécies
de leguminosas (excetuando Vigna unguiculata: sem dados genémicos) apresentavam uma
estrutura génica conservada, composta de dois éxons e dois introns (Tabela 10 e Figura 7).

Um destes introns esta localizado na regidao 5 UTR (Figura 7).

A (Figura 7) mostra a representacdo esquematica dos genes EF/a em Soja. Pode-se

observar que os tamanhos dos éxons e introns sdo proporcionais nos seis genes.
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ATG TGA
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Figura 7: Representacdo esquematica da estrutura dos seis genes EF 1o membros da familia
multigénica em Glycine max (soja). Os genes foram anotados através de buscas em bancos de
dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando sequéncias homologas do EF/a.
Exons e UTRs s&o representados pelas caixas pretas e cinza respectivamente. As linhas entre

as caixas representam os introns.
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3.6 Andlises das sequéncias de cDNAs, proteinas e promotores

Os cDNAs, proteinas e promotores deduzidos de Glycine max foram alinhados usando
0 programa CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Entre os seis genes
analisados, a identidade entre as sequéncias de cDNAs deduzidas foi alta variando de 80 a
94% sendo a maior identidade observada entre os genes EFla la/lEFla 1b e EFla 2a/lEF 1 a
2b (Tabela 12).

As sequéncias de aminoacidos deduzidas também mostraram alta identidade entre os
genes EF1a analisados (80 a 99%). A maior identidade observada foi entre os genes EF /o
la/EFlo 1b e EFla 2alEF1a 2b (Tabela 13), seguindo perfil semelhante ao observado para as
sequéncias de cDNAs deduzidas. Em adicdo, as sequéncias de cDNAs e aminoacidos
deduzidos do EF1a de Glycine max foram comparadas com as sequéncias deduzidas de outras
espécies de leguminosas (Cajanus cajan, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata e Medicago
truncatula). Nesta analise, observou-se alta identidade entre as sequéncias de cDNAs (63 a

93%) e de aminoacidos deduzidos (77 a 98%) (dados ndo mostrados).

As sequéncias de promotores (1000 pb) dos seis genes EFla de soja também foram
estudadas. As analises mostraram alta divergéncia na regido dos promotores, no entanto o0s
genes EFla lallb (53%) e os genes EFla 2a/2b (51%) revelaram as maiores identidades
(Tabela 14).



Tabela 12: Identidade das sequéncias de cDNAs deduzidas dos genes EF /o em soja
(Glycine max) obtidos do alinhamento no Clustal W.

GmEFlala GmEFla2a GmEFIa3 GmEFIalc GmEFIa2b GmEFIlalb

Gm EFla la - 80% 83% 86% 83% 94%
Gm EFla 2a 80% - 86% 81% 93% 81%
Gm EFla 3 83% 86% - 82% 86% 83%
Gm EFla 1c 86% 81% 86% - 81% 86%
Gm EFla 2b 83% 93% 86% 81% - 82%
Gm EFla 1b 94% 81% 82% 86% 82% -

Tabela 13: Identidade das sequéncias de aminoacidos deduzidas dos genes EFla em soja

(Glycine max) obtidos do alinhamento no Clustal W.

GmEFlala GmEFla2a GmEFle3 GmEFlalc GmEFla2b GmEFlalb

Gm EFla la - 96% 97% 97% 96% 99%
Gm EFla 2a 96% - 96% 97% 99% 96%
Gm EFla 3 97% 96% - 97% 97% 97%
Gm EFla 1c 97% 97% 97% - 96% 97%
Gm EFla 2b 96% 99% 97% 96% - 96%

Gm EFla 1b 99% 96% 97% 97% 96% -
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Tabela 14: Identidade dos promotores dos genes EF'/a em soja (Glycine max) obtidos do

alinhamento no Clustal W.

GmEFlala GmEFla2a GmEFla3 GmEFlalc GmEFIa2b GmEFIalb

- 41% 37% 42% 43% 53%

Gm EFla la

41% - 36% 40% 51% 41%
Gm EFla 2a

37% 36% - 39% 40% 39%
Gm EFla 3

42% 40% 39% - 43% 42%
Gm EFla 1c

43% 51% 40% 43% - 44%
Gm EFlIa 2b

53% 41% 39% 42% 44% -

Gm EFla 1b
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3.7 Andlises das relaces filogenéticas entre os genes EFla de leguminosas

A anélise filogenética dos genes EF1a das espécies de leguminosas da ordem Fabales
(Medicago truncatula, Phaseolus vulgaris, Cajanus cajan, Vigna unguiculata e Glycine max),
foi feita através do programa Mega 5.05. Os genes EF'la de Gossypium hirsutum (XU et al,

2007), da ordem Malvales foram usados como grupo externo.

A andlise demonstrou que o0s genes EFlo das espécies da ordem Fabales, tribo
Phaseoleae (Phaseolus vulgaris, Cajanus cajan, Vigna unguiculata e Glycine max) séo
divididos em trés clados (Figura 5) de genes ortdlogos, e sdo divergentes dos de Medicago

truncatula (ordem Fabales, tribo Trifolieae) e Gossypium hirsutum (ordem malvales).

Apbs as analises filogenéticas propusemos uma classificacdo para os genes EFla da
ordem Fabales, tribo phaseoleae (Figura 8). Nao foi possivel estabelecer a nomenclatura para
0s genes EF 1o de Medicago truncatula, visto que os genes ortdlogos entre esta espécie e as
demais analisadas neste trabalho n&o foram identificados.
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Figura 8: Andlise filogenética dos genes EF/a (cCDNA deduzidos) das fabales (Mt: Medicago

truncatula, Pv: Phaseolus vulgaris, Cc: Cajanus cajan, Vu: Vigna unguiculata e Gm: Glycine

max) feita através do uso da ferramenta MEGA 5.05 empregando o método neighbor joining

(NJ). Os genes EF1a de Gossypium hirsutum (ordem malvales) foram utilizados como grupo

externo.
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3.8 Perfil de expresséo dos genes EFI1a em Glycine max

Os genes membros da familia multigénica do EFla foram investigados quanto ao
perfil de expressdo nos diferentes tecidos (flores, vagens, sementes, cotilédones, folhas
unifolioladas e trifolioladas, raizes, hipocétilos e epicdétilos) durante o desenvolvimento da
soja. Para as analises de expressdo génica através de gPCR os genes MTP, UKN1, EF1f e
SKIP 16, validados em estudos prévios realizados por Hu et al., (2009) foram utilizados como
controles internos para normalizar as possiveis diferencas nas concentracdes iniciais de

transcritos.

A anélise de expressdo por gPCR revelou que todos os genes EFla de soja sdo
funcionais, sendo bem expressos em todos os tecidos, contudo apresentam expressao

diferencial dependente do tecido e do estagio de desenvolvimento (Figura 6).

A Figura 9 mostra que o gene EFla la foi o gene membro que apresentou a menor
variacdo de expressao nos diferentes tecidos testados. Ja o gene EFIa 1b foi mais expresso
em semente embebida (germinacédo) e durante o desenvolvimento do hipocétilo, visto que, 0s
niveis de transcritos, neste tecido, aumentam gradativamente no decorrer do desenvolvimento

da planta.

A analise do perfil de expressdo do gene EFlo 1c mostrou que ha um predominio de
expressao deste gene durante o desenvolvimento da semente (vagem), tendo em vista que ha
um aumento de expressdo gradativo desde vagens com nove dias até semente seca, no entanto
ha uma queda dos niveis de transcritos em sementes embebidas. Esse mesmo perfil é
observado para 0s genes EFla 2a e 2b. Para 0s genes EFlo 2a e 2b observa-se também um
aumento dos niveis de transcritos em folha unifoliolada com vinte e dois dias. Menores niveis
de transcritos foram detectados para os genes EFla 2a e 2b em folhas trifolioladas no

decorrer do desenvolvimento.

O gene EFlo 3 foi 0 que apresentou o perfil de expressdo mais variavel. Os maiores
niveis de transcritos foram observados em tecidos com dez dias, tais como hipocétilos e
epicotilos. Observa-se também um aumento de expressdo em folhas unifoliolada com vinte e
dois dias, raizes com vinte e dois dias e cotilédones com vinte e dois dias. Altos niveis de

transcritos também foram visualizados em amostras de flores e sementes em germinagao.
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Em amostras de folhas trifolioladas e epicétilos (dez dias) todos os genes EFla
apresentam-se mais expressos. J& em amostras de cotilédones e folhas unifolioladas com vinte
e dois dias, observa-se que todos 0s genes tiveram suas expressdes aumentadas em relacdo a
cotilédones e folhas unifolioladas com dez dias, respectivamente. Vale salientar que ambos 0s

tecidos coletados com vinte e dois dias estavam em processo de senescéncia.
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Figura 9: Expressdo relativa dos diferentes membros da familia génica do EF/a em soja.
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4 DISCUSSAO

O fator de elongacdo (EFla) auxilia a ligagdo do aminoacil — tRNA ao sitio A do
ribossomo durante a fase de elongacdo da sintese proteica em um mecanismo dependente de
GTP, desta forma é considerado um gene constitutivo “Housekeeping gene”, pois participa do
metabolismo celular basico e é requerido para a sobrevivéncia da célula (XU et al, 2007).
Genes constitutivos sdo expressos em todos os tecidos/érgdos da planta (RANSON-
HODGKINS, et al., 2009).

No presente estudo, os genes EFla de soja foram identificados, caracterizados e
analisados filogeneticamente em associacdo com o0s EFIa de outras leguminosas (Vigna
unguiculata, Phaseolus vulgaris, Medicago truncatula e Cajanus cajan). Além disso, 0s
genes EFla tiveram seus padrdes de expressdo elucidados em diferentes tecidos durante o

desenvolvimento da soja.

Muitos estudos tém mostrado que o EFla € codificado por familias multigénicas em
plantas (RANSON-HODGKINS et al., 2009), variando de poucos a um grande nimero de
copias. O grande nimero de membros nas familias génicas pode estar relacionado com a
funcdo primaria do EFla na sintese proteica, a fim de assegurar a fidelidade do processo.
Além disso, pode também estar relacionado com a necessidade de adaptacdo das plantas a um

determinado estimulo ambiental.

Em soja, os genes EFIla, como mostrado na (Figura 7) pertencem a uma familia
multigénica de seis membros, distribuidos em cinco diferentes cromossomos (5, 10, 16, 17 e
19) e que codificam para proteinas variando em identidade de 80 a 99%. Alta identidade entre
as proteinas deduzidas também foi observada em Arabidopsis (RANSON-HODGKINS, 2009
e AXELOS et al, 1989;) (99% a 100%) e arroz (100%) (KIDOU e EJIRI et al., 1998). Os
genes EFla das espécies de leguminosas aqui analisadas, também mostraram alta identidade
entre as sequéncias de aminoacidos e nucleotideos deduzidas. Isto pode ser explicado devido

a proximidade filogenética entre essas especies.

As analises filogenéticas mostraram que o0s genes EFlo de (Vigna unguiculata,
Phaseolus vulgaris, Medicago truncatula e Cajanus cajan) (ordem fabales, tribo Phaseoleae)
sdo divididos em trés clados (Figura 5) de genes ort6logos, e sdo divergentes dos de Medicago
truncatula (ordem fabales, tribo trifolieae). Apos essa analise, 0s genes EFla de soja foram

nomeados como EFla la, 1b, 1c, 2a, 2b e 3, de acordo com a distribuicdo filogenética,
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estabelecendo-se também a nomenclatura dos genes ort6logos aos da soja em algumas
espécies da ordem fabales (Cajanus cajan, Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris) (Figura 8).
No caso de Medicago truncatula, ndo foi possivel estabelecer essa nomenclatura. Isso foi
devido ao fato dos genes EF'1a serem caracterizados por apresentarem alta identidade entre os
parélogos (mesma espécie), fator este que, aparentemente, interfere na caracterizacdo de
genes ortélogos (espécies mais distantes filogeneticamente) possibilitando uma identificacéo
apenas em espécies mais proximas. Nesse trabalho, identificamos que o limite para a
identificacdo de genes ortdlogos EF/a na ordem Fabales ndo deve se estender além do nivel

taxondmico “tribo”.

Em soja, observou-se 0 maior nimero de genes EF1a entre as espéecies de leguminosas
analisadas (que variou de 3 a 6). Este fato pode estar relacionado com eventos de duplicacédo
do genoma da soja (SCHMUTZ et al., 2010). Em Vigna unguiculata 3 genes foram
identificados. Para esta espécie temos apenas uma estimativa, visto que o seu genoma ainda
ndo esta disponivel. No entanto, ha fortes indicios em afirmar o nimero de genes EF'l« nesta
espécie, pois Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata sdo espécies muito proximas
filogeneticamente, e Phaseolus vulgaris, tem seu genoma sequenciado, onde séo encontrados

0s trés genes ortdlogos aos de Vigna unguiculata.

O namero de genes EF1a membros da familia multigénica nas diferentes espécies é
varidvel. Em espécies monocotiledéneas como milho, sdo encontrados entre dez a quinze
genes (CARNEIRO et al, 1999) e em cana-de-aclcar vinte genes (VIJAYKUMAR et al,
2002) séo reportados. Em plantas dicotiledoneas, como tomate, s&o encontrados entre quatro a
oito genes (POKALSKY et al., 1989) em algoddo e batata, nove genes (XU et al., 2007 e
COSTA et al., 2010) e em mandioca (SUHANDONO et al., 2001) encontram-se seis genes.
Em Arabidopsis e arroz, duas plantas modelos, séo encontrados quatro genes EF'/a. Em todas
estas espécies, 0s autores mostram expressdao diferencial dos genes EFla nas diferentes

condigdes experimentais.

Neste trabalho, foi observado que os genes EF 1o membros da familia multigénica em
soja, sdo diferencialmente expressos em diferentes tecidos/érgdos durante o desenvolvimento
da planta. Analisando a (Figura 9) pode-se distinguir dois perfis de expressao: Um perfil geral
(tendéncia de expressdo de todos os genes) e um perfil especifico (expressdo de cada gene

isoladamente).
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Fazendo uma anélise do perfil geral de expressdo dos genes EF1a observa-se que eles
sdo genes detectados em todos os tecidos e condi¢des estudadas de soja. Além disso, como era
de se esperar, tais genes sdo muito expressos em tecidos jovens onde hd uma alta taxa de
divisdo celular (RANSON-HODGKINS., et al 2009) como: epicotilo (dez dias em relacéo a
vinte e dois e quarenta e cinco dias) e folha trifoliolada (dez dias em relagdo a vinte e dois e
quarenta e cinco dias) (Figura 9). Entretanto, curiosamente, foi também observado que os
genes EF1o. sdo bem mais expressos em cotilédones e folhas unifolioladas com vinte e dois
dias em relacdo aos mesmos tecidos coletados com dez dias. Esse achado sugere uma funcéo
dos genes EFla na senescéncia desses tecidos, provavelmente na sintese de proteinas
relacionadas com a morte celular programada. Sabe-se que em eventos de PCD ha a

superexpressdo de proteinas pré apoptoticas (PETROS et al., 2004).

Analisando-se o perfil especifico de cada gene observa-se predominio de expressao
em alguns tecidos. Pela analise da (Figura 9), pode-se observar que o gene EFla 3 € 0 que
apresenta maiores variacfes e predominio de expressdao em varios tecidos, tais como:
epicdtilos e hipocétilos de plantas jovens, sugerindo que este gene tem um papel crucial na
sintese proteica em epicétilos e hipocétilos no inicio do desenvolvimento da planta. Além
disso, predominio de expressdo do EF'/a 3 foi encontrado em sementes em germinacao, flores
e raizes (vinte e dois dias). O gene EFlo la foi 0 que apresentou a menor varia¢do entre 0s
seis genes EFlo de soja. Os genes EFla 1c, 2a e 2b de soja apresentaram predominio de
expressao durante o desenvolvimento da vagem. O EFla 2a também apresentou predominio
de expressao em folhas unifolioladas e trifolioladas e o EF' 1o 2b em folhas unifolioladas. Essa
expressao diferencial de alguns membros observada em soja também foi observada em outras
espécies de plantas. Em Arabidopsis thaliana, a familia génica do EFla é composta por
quatro genes, designados EFlo Al, A2, A3 e A4. Os genes nomeados EF1o A3 e A4 sdo bem
expressos em flores, ja 0 gene EFla A2 é altamente expresso em raizes e em amostras de
folhas jovens o gene EF1o. A4 é 0 mais expresso (RANSON-HODGKINS., et al 2009).

Observando o perfil geral de expressdo dos quatro genes EFla de Arabidopsis
(RANSON-HODGKINS., et al 2009), verifica-se que sdo expressos diferencialmente nos
diferentes tecidos, sendo os maiores niveis de transcritos detectados em amostras de sementes
durante a germinacdo e meristemas de raizes. A menor expressdo destes genes foi observada
em mudas em desenvolvimento com quatorze dias ap0s a semeadura. A alta expressao dos

genes EFlo nos tecidos jovens, esta relacionada, segundo os autores, com a alta taxa de
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divisdo celular destes tecidos, sendo 0s genes EFla requeridos para a sintese proteica das
células em divisdo (RANSON-HODGKINS, et al 2009).

Em Arroz a familia multigénica do EF/« é também composta por quatro genes, que
codificam para proteinas altamente idénticas (100% de identidade), nomeados como refal,
refa2, refa3 and refad (KIDOU e EJIRI, 1998). Estes genes sdo também diferencialmente
expressos durante o desenvolvimento do arroz. O maior o nivel de transcritos foi observado
em mudas de arroz com cinco dias apds a semeadura e endospermas de sementes imaturas.
Menores niveis de RNAm foram detectados em sementes secas e embebidas com agua por
vinte e quatro horas para induzir a germinacdo. Tais resultados corroboram com 0s
encontrados nesse trabalho, pois 0s genes EFla 1c, 2a e 2b também diminuem seus niveis de

transcritos em sementes durante a germinagéo.

Em tomate, altos niveis de transcritos foram também encontrados em tecidos durante o
desenvolvimento como folhas jovens e frutos verdes (POKALSKY et al., 1989). Em
mandioca, altos niveis de mRNA também sdo detectados em tecidos jovens (SUHANDONO
et al., 2001). Estes resultados corroboram com os encontrados para soja, onde se observa

maior nivel de transcritos em folhas trifolioladas e epicétilos jovens.

Quando se observou o perfil de expresséo dos genes EF'lo. em soja, 0S genes EF' 1o 2a
e 2b apresentaram um perfil de expressdao semelhante, excetuando-se as amostras de folhas
unifolioladas e trifolioladas (Figura 9). Embora ambos 0s genes estejam em cromossomos
diferentes (EFIa 2a — Cromossomo 5; EF 1o 2b — Cromossomo 17), os referidos promotores
apresentam extensas regides com alta identidade sugerindo que esses genes compartilham

fatores de transcrigdo semelhantes corroborando com a co-expresséo encontrada.

Os resultados encontrados aqui reforcam a necessidade de estudos de expressdo com
os diferentes membros das familias génicas, tendo em vista que, esse padrdo de expressdo
diferencial pode estar relacionado com necessidades especificas de plantas em diferentes
tecidos durante o desenvolvimento. Além disso, estes estudos podem servir de base para a
selecdo de genes alvo que desempenhem um papel fundamental durante o ciclo de vida da

planta.
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5 CONCLUSOES

1. Os genes EFla em soja sdo membros de uma familia multigénica composta de seis
genes classificados como EF1o 1a; 1b; 1c; 2a; 2b e 3 . Este nimero de genes € variavel
entre as diferentes espécies de leguminosas aqui analisadas. O maior nimero de genes em

soja pode estar relacionado com eventos de duplicagdes recentes no genoma.

2. Todos os genes EFlo em soja sdo funcionais. O perfil geral de expresséo revela alta
expressdo de todos os genes em tecidos de plantas jovens (dez dias) como epicotilos e
folha trifoliolada. Ademais, todos os genes também sdo bem expressos em tecidos
senescentes como cotilédones e folha unifoliolada (vinte e dois dias) sugerindo, pela

primeira vez, um possivel papel do EF1a na morte celular programada.
3. Geralmente ha predominio de expressdo tempo/tecido-especifica de genes membros:

EF1o 1a: Nao ha predominio;

EFIa 1b: Germinac&o e desenvolvimento do hipocotilo;

EFlo 1c: Desenvolvimento da vagem;

EF1o 2a: Desenvolvimento da vagem, folha unifoliolada e trifoliolada;
EF1o 2b: Desenvolvimento da vagem, folha unifoliolada;

EF1a 3: Germinagdo, flores, raizes, fases iniciais do desenvolvimento do
hipocdtilo e epicdtilo.
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CAPITULO 11

ANALISE DOS GENES DA FAMILIA MULTIGENICA DO EF1a DE
SOJA COMO NORMALIZADORES PARA qPCR NOS DIFERENTES
TECIDOS EM DESENVOLVIMENTO E CONDICOES DE ESTRESSE
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1 OBJETIVOS

1.1  Objetivo geral

Selecionar o(s) gene(s) de referéncia mais estaveis, pertencentes a familia multigénica do
fator de elongacdo 1 alfa (EF1c), para andalises de expressdo génica por RT- gPCR em soja

(Glycine max) em diferentes tecidos durante o desenvolvimento e sob condi¢6es de estresse.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar os melhores genes de referéncia da familia multigénica (EFI/a) em
diferentes tecidos durante o desenvolvimento da soja usando os programas GeNorm e

NormFinder;
e Selecionar os genes EFla de expressao mais estavel, em diferentes condigdes de
estresse (Polietileno glicol - PEG, Acido salicilico — AS) usando os programas

GeNorm e NormFinder;;

e Validar a utilizacdo dos genes de referéncia selecionados.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Dados de expressdo dos genes EF1a

A selecdo de genes normalizadores EFlo de soja foi feita a partir de dados de
expressao dos referidos genes em diferentes tecidos durante o desenvolvimento e sob
condicdes de estresse. Os dados de expressdo de tecidos em desenvolvimento foram obtidos
conforme descrito no capitulo I, enquanto que os dados de expressdo sob condi¢cbes de
estresse foram obtidos como segue.

2.2 Condicdes de crescimento e desenho experimental

Para os ensaios em condi¢des de estresse, plantas de soja (BRS PALA) com treze dias
apos a semeadura (DAS) foram submetidas a estresse osmotico, promovido pelo polietileno
glicol (PEG - 100 g/L), e estresse através da aplicacdo exdgena de acido salicilico (AS - 0,5
mM). Folhas e raizes foram coletadas nos tempos 0, 6,12 e 24 h de submissdo aos estresses,
as amostras foram congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas no freezer

-80 °C para posterior extragdo de RNA total.

2.3 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA, determinacdo de sua pureza e integridade, bem como a sintese de

cDNA foi feita como descrito no capitulo anterior.

2.4 Ensaios de PCR em tempo real

Os ensaios de PCR em tempo real, determinagdo da eficiéncia e especificidade dos

primers foram executados como descrito no capitulo I.

2.5 Desenho dos primers para as reacdes de gPCR

Nesse capitulo foram utilizados os primers FTL3, LEA e PR3, juntamente com 0s
demais primers mencionados anteriormente (EFla 1a, 1b, 1c, 2a, 2b e 3/ MTP, EF14, SKIP
16 e UKN1). Os primers foram desenhados de acordo com o0s parametros descritos no
capitulo | e sdo mostrados na Tabela 15.
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Tabela 15: Pares de primers utilizados nos ensaios de gRT-PCR

Gene Cromossomo Produto génico cias dos primers (5°-3”) Temperatura de Eficiéncia de Tamanho do

anelamento’ C amplificagéo (%) amplicon (pb)

Fwd 5’ GATTTCATGTAGCCGTAGCC 3°
EFlala 05 Fator de elongagéo 1o Rev 5" ATTTAAGACATCCCTCCTCAG 3’ 59.8 113 182

Fwd 5’ GGATGTCGTTTCTTATGGT 3°
EFla2a 05 Fator de elongagéo 1o Rev 5" CAAACACAACACATTAAAACAG 3’ 57.5 82 189

Fwd 5> ATGCGATCATAGTTACATTTATAG 3’
EFlalc 16 Fator de elongacéo la Rev 5" AGTTCTCATACAGCTTATAAAATAG 3’ 52.9 90 198

Fwd 5° ATCATCGTGGTTACTCCTTTAT 3’
EFlalb 19 Fator de elongagéo 1o Rev 5" TCAGACTCTTCTTACCATCA 3’ 59.8 95 199

Fwd 5’ TTTCTGTACTCTTGTGTCTTCT 3’
EFla2b 17 Fator de elongagéo la Rev 5" ACAAACACAACACATTAAAACAC 3’ 575 95 159

Fwd 5 GTGCTGGATGGTTTATCAAGG 3’
EFla3 10 Fator de elongagéo la Rev 5" AAAGTTGCGAGATGACGGAG 3’ 63.6 129 140

Fwd 5> GGTTCTGGTGGAAGGAGG 3’

FTL3 Proteina de floracéo do locus Rev 5 CTACTAAAGAGTGTGGGA 3’ 52.8 86 123
T
Proteina abundante na Fwd 5> GCCGAACTGAGGAAAAGACGAACC 3’

LEA embriogenesis 65 99 124

Rev 5’ CTTGGGCTGTTTGTTGGGTCTTC 3°
Fwd 5'ACCCTCCTCCTGCTTTCTC 3°

PR3 Quitinase tipo 1 Rev 5' GCACTTGGTCTGGATTTG 3” 55 99 130
Fwd 5° CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ HUetal.,
EFIp Fator de elongagdo 1B 63.6 94 134 2009
Rev 5° AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3’
Fwd 5° CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ HUetal.,
SKIP 16 SKP1/Ask-Proteina de 50.7 102 60 2009
interagdo 16 Rev 5" AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3’
Metaloprotease, enzima de Fwd 5’ CGCTCCAAGTGCTCCTCATTAG 3’ HUetal.,
MTP degradacéo insulina 63.3 93 71 2009
Rev 5’ TGAAGTAACCGACGCCAACG 3’
Fwd 5° TGGTGCTGCCGCTATTTACTG 3’ HU etal.,
UKN1 Proteina hipotética 63.6 96 74 2009

Rev 5 GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC 3’
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2.6 Selecéo dos genes candidatos a normalizadores

Em soja a familia multigénica do EFIloa € composta por seis genes. Esses genes
candidatos a normalizadores tiveram sua estabilidade de expressdo testada em duas condicdes
de estresse, descritas anteriormente e em diferentes tecidos durante o desenvolvimento da soja
(Tabela 4).

Nas analises durante o desenvolvimento, os genes MTP, EFIpf, SKIP 16 e UKN1
também foram testados a fim de se estabelecer uma comparacdo com 0s genes EFla,
membros da familia multigénica. Os referidos genes MTP, EF1f, SKIP 16 e UKN1 foram
analisados por HU et al, (2009) e sdo indicados para normalizar experimentos com soja

durante o desenvolvimento.

2.6.1 Analise da estabilidade de expressédo dos genes candidatos

Os niveis de expressdo génica foram determinados pelo nimero de ciclos de
amplificacdo necessarios para a fluorescéncia (emitida pelo SYBR Green) ultrapassar um
limiar durante a fase exponencial da reacdo de PCR. Esse limiar é determinado pelo cycle
threshold (Cy).

Os valores brutos de C; foram exportados do programa Realplex para uma planilha do
excel e posteriormente importados para o programa GeNorm (Ver 2.4) e NormFinder (Ver.
0.953) de acordo com as especificaces de cada programa. Estes programas séo utilizados
para calcular a estabilidade de expressdo dos genes candidatos a normalizadores. O GeNorm
calcula a estabilidade dos genes candidatos através de um valor M e o numero de genes
necessarios para a normalizacdo em diferentes condi¢des através da variacdo da média em
pares (valores V) (VANDESOMPELE et al., 2002). O NormFinder considera a variacao intra
e intergrupal dos candidatos a genes de referéncia, bem como indica a melhor combinacgao
(pares) de genes que devem ser utilizados em cada condicdo (ANDERSEN et al., 2004). O
valor de estabilidade gerado no programa € utilizado para identificar os melhores genes, sendo

indicados aqueles com os menores valores.
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2.6.2 Validacado dos genes normalizadores durante o desenvolvimento e nas condicGes de

estresse

Para validar os resultados das analises de estabilidade de expressdo dos genes
constitutivos e determinar como a adocdo de um, ou multiplos genes pode afetar a
normalizagédo de dados de expresséo relativa, os genes LEA, PR3 e FTL3 foram utilizados. Os
genes LEA e PR3 foram também utilizados como controles positivos, tendo em vista que,
estes genes respondem aos estresses com PEG e AS respectivamente. O gene FTL3 foi

utilizado para validar os resultados durante o desenvolvimento.

Os dados de expressdo destes genes foram normalizados utilizando os valores de
quantificacdo relativa dos genes mais estaveis indicados pelo GeNorm. Esse procedimento foi
realizado no GeNorm gbase ®-"* usando o método 2*** (LIVAK & SCHMITTGEN 2001).
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3 RESULTADOS

3.5 Perfil de Expresséao dos genes candidatos a normalizadores

Ensaios por RT- qPCR, com base na deteccdo por SYBR Green, foram utilizados para
avaliar os perfis de expressdo dos seis candidatos a genes de referéncia (EFla la, EFla 1b,
EFlo 1c, EFla 2a, EFla 2b, EF 1o 3) em vinte e quatro amostras de G. max em condigdes de
estresse. O padrdo de expressdo também foi avaliado em dez genes candidatos a
normalizadores (EF'la 1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 3, MTP, EF1p, SKIP 16 e UKN1) em diferentes

tecidos durante o desenvolvimento da soja.

A fim de minimizar variabilidades nas reagdes de RT - qPCR, todas as amostras de
RNA foram ajustadas para uma mesma concentracdo e posteriormente convertidas em cDNA

via transcricao reversa.

O nivel de expressao dos genes candidatos obtidos a partir de experimentos de RT-
gPCR sdo apresentados como média dos valores de Ct. A média dos valores de Ct dos genes
de referéncia em condigdes de estresse variou de 19,42 para 25,27 (Figura 10) e de 20,21 para

25,56 em diferentes tecidos durante o desenvolvimento da soja (Figura 11).

O gene EFla 2b foi o mais expresso (media do Ct = 19.42), enquanto que o EF /o 1c

foi 0 menos expresso (média do Ct = 25.27) nas condic¢des de estresse (Figura 10).

Durante o desenvolvimento o gene EF'1o. 2b foi 0 mais expresso (média do Ct = 20.21)

e 0 gene EF1a 1c foi 0 menos expresso (média do Ct = 25.56) (Figura 11).

Pela analise dos resultados pode-se concluir que 0 EFla 2a e 0 EFla 2b foram o0s
genes que mostraram a maior e a menor variagdo, respectivamente, entre as amostras de
desenvolvimento (Figura 11). J& nas amostras em condicOes de estresses 0 EFla 3 e EFla la

foram os genes que apresentaram a maior e a menor variagao, respectivamente. (Figura 10).
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Figura 10: Média dos valores de Ct em vinte e quatro amostras de plantas submetidas a
condigdes de estresse com acido salicilico e polietileno glicol. As caixas representam as
médias de Ct e as barras os desvios padrdes para cada gene.
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Figura 11: Média dos valores de Ct em amostras de diferentes tecidos durante o
desenvolvimento da soja. As caixas representam as medias de Ct e as barras os desvios

padrdes para cada gene.
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3.6 Analises da estabilidade de expressdo dos genes candidatos a normalizadores

A fim de verificar o nivel de expressdo de genes alvo em diferentes tecidos durante o
desenvolvimento das plantas e em condi¢bes de estresse é crucial normalizar todas as

amostras usando um gene de referéncia de expressdo estavel.

Para determinar bons genes de referéncia nestas condic¢des os genes EF 1a codificados
por uma familia multigénica em soja foram avaliados, juntamente com quatro (MTP, UKN1,
EF1p e SKIP 16) genes ja selecionados como bons genes normalizadores (Hu et al., 2009)
durante o desenvolvimento da soja. Estes genes (MTP, UKN1, EFif e SKIP 16) foram
avaliados por Hu et al., (2009) durante o desenvolvimento da soja em folhas trifolioladas e
unifolioladas, mas ndo foram avaliados em diferentes tecidos durante o desenvolvimento da

soja.

A estabilidade de expressdo dos genes candidatos foi determinada através de dois

programas estatisticos (GeNorm e NormFinder).

3.6.1 Anélises pelo GeNorm

A meédia de estabilidade de expressdo génica (valor M) de todos os genes foi calculada
pelo GeNorm. Este programa recomenda a utilizagdo de um valor M abaixo do limite de 1,5
identificando (conjuntos de) genes de referéncia com expressao estavel.

Os resultados mostraram que no conjunto total de amostras de varios tecidos durante o
desenvolvimento (Figura 12a) somente o gene EF 1o 2b ficou acima do limite de corte de 1,5
recomendado pelo GeNorm. A analise individual dos diferentes tecidos mostrou que todos 0s
genes ficaram com um valor M abaixo de 1,5, exceto nas amostras de “vagens/flores” e
“sementes”, cujos genes EFla 2b e EFlo 1b, respectivamente, ficaram acima do limite de
corte (>1,5).

A anélise conjunta das amostras “Total”” mostrou que os genes SKIP 16, UKN1 e MTP
foram os genes de referéncia mais estaveis ao passo que o gene EFlo 2b foi o gene de

referéncia menos estavel (Figura 12a).
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Quando as analises foram executadas em cada tecido de forma individualizada, os
genes EF 1o foram os mais estaveis para a maioria dos tecidos. Em “cotilédones” os trés genes
mais estaveis foram (EFla 3, 1c e 2a ) e 0 menos estavel foi o SKIP 16. Em “epicoétilos” os
genes EFla 1b, 2b e 1a foram os mais estaveis, ao passo que o EFlo 3 foi 0 menos estavel
(Figura 12a).

Nas analises das amostras de “hipocétilos” os genes EFla la, EF1f e EFla 1b foram
0s mais estaveis, ficando o gene EFIf como o de expressdo mais varidvel. Em folhas
unifolioladas e trifolioladas (“estadios de desenvolvimento™) 0s genes UKN1, SKIP 16 e EFIf
foram os que menos variaram, enquanto que o EFla 2b foi 0 que mais variou. Em “raizes” os
genes EFla 2a, UKN1 e MTP foram os de expressao mais estavel, ao passo que o gene EFla
3 aparece como 0 menos estdvel. Em ‘“sementes” os genes EF1p, SKIP 16 e EFla 2b
apresentaram o menor valor M, enquanto que o gene EFla 1b foi 0 que apresentou 0 maior

valor M.

Em “vagens”, 0s genes com 0s menores valores M foram EF1a 2a, 2b e 1a, ficando o
gene MTP como 0 menos estavel neste 6rgdo. Analisamos também “vagens/flores”, onde os
genes com os menores valores M foram EF1f, EFla 1a e SKIP 16 enquanto o gene EFla 2b

foi 0 mais variavel.

As analises em amostras de folhas trifolioladas e unifolioladas, mostraram que em
folhas trifolioladas os melhores genes foram UKN1, SKIP 16 e EF/a 1b, ao passo que o gene
EF1o 2b foi o menos estavel. Ja para folhas unifolioladas os genes UKN1, SKIP 16 e MTP
foram os mais estaveis, ficando o gene EFla 1c com o maior valor M e consequentemente

com a menor estabilidade de expresséo (Figura 12a).

O programa GeNorm também estima o nimero de genes de referéncia adequados para
normalizacdo através das variacdes aos pares. Neste estudo verificou-se que para cada
tecido/6rgéo analisado foram recomendadas combinag6es de genes diferentes (Figura 12b). O
maior nimero de genes requeridos para normalizacdo foi nas amostras de folhas unifolioladas
e trifolioladas analisadas em conjunto (“estadios de desenvolvimento™), onde cinco genes
foram necessarios (UKN1, SKIP 16, EF1p, EFla 1b e EFla 1a) (Figura 12b).
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Figura 12a: Classificacdo fornecida pelo GeNorm dos candidatos a genes de

referéncia em diferentes tecidos durante o desenvolvimento da soja (Glycine max).
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Na maioria dos tecidos a adocéo de dois genes foi suficiente para a normalizacgéo, tais
como: cotilédones (EFla 3 e 1c), hipocdtilos (EFla 1a e EF1p), folhas trifolioladas e folhas
unifolioladas (UKNL1 e SKIP 16), raizes (EFla 2a e UKN1), vagens (EFla 2a e 2b), sementes
(EF1p e SKIP 16), vagens/flores (EF1 e EF 1o 1a). Nas amostras de epicotilos (EFa 1b, 2b
e 1a) e em todas as amostras analisadas em conjunto “Total” (SKIP 16, UKN1 e MTP) a

adoc¢do da combinacéo de trés genes foi a opcdo mais adequada (Figura 12b).

Em praticamente todos os grupos experimentais (Figura 12b) encontra-se pelo menos
uma combinacdo de genes onde a variagdo V fica abaixo do valor de corte (0,15) sugerido
pela literatura (VANDESOMPELE et al., 2002). Somente no conjunto “Total” de amostras a
variacdo V ficou um pouco acima do valor recomendado (0,156), no entanto este € um valor
que pode ser usado sem maiores problemas, tendo em vista que este valor € muito préximo do

sugerido pelo GeNorm (Figura 12b).

Além dos ensaios realizados durante o desenvolvimento, também analisamos a
estabilidade de expressao dos genes EF 1o em folhas e raizes em condi¢es de estresse (PEG e
AS). Os resultados obtidos através de andlise no GeNorm mostraram que somente nas
amostras de raizes submetidas ao estresse com AS o valor M ficou abaixo do limite de corte
de 1,5 para todos os genes EF1a testados. Nas demais condicGes testadas (raizes PEG, folhas
AS e PEG) o valor M ficou acima do ponto de corte para alguns dos genes EF1a testados, no
entanto em todas as condicdes, pelo menos trés dos seis genes EF1a testados ficaram abaixo
do ponto de corte. J& em raizes submetidas ao estresse com PEG somente o gene EF/a 3 ficou
acima do ponto de corte de 1,5. Os genes EFla 2a, 1c e 2b sdo 0s de expressdo mais estavel
nestas condi¢bes (Figura 13a). Em raizes submetidas ao estresse com AS 0s genes mais

estaveis foram EFla 1c, 3 e 2a.

Em folhas submetidas ao estresse com AS 0s genes EFla 2a, 1b e 2b sdo 0s mais
estaveis, 0 gene EFla 1c foi o que mais variou. Ja em folhas submetidas ao estresse com
PEG, 0s genes EFla 2b, 2a e la foram os trés mais estiveis e 0 gene EFla 3 foi o de

expressdo menos estavel (Figura 13a).

Quando analisamos as amostras submetidas aos estresses em conjunto “Total” os
genes EFla 2b, 2a e 1a sdo 0s mais indicados e 0 gene EF/a 3 foi 0 menos indicado (Figura
13a).
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Ap0s a andlise da variacdo dos pares (V) o GeNorm recomenda, para todos 0s grupos
experimentais das amostras submetidas a estresses, a ado¢do dos trés genes de expressdo mais
estavel (com menor valor M — Figura 13a), no entanto, para estas condicdes, a variacdo V

encontra-se acima do valor de ponto de corte (0,15) sugerido pelo GeNorm (Figura 13b).
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Figura 12b: Grafico dos valores V fornecidos pelo GeNorm para os dez candidatos a gene de

referéncia nas amostras de diferentes tecidos/6rgdos durante o desenvolvimento de Glycine

max.
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Figura 13: A: Classificagdo fornecida pelo geNorm dos candidatos a genes de referéncia nas

condicBes de estresse. Os genes de menores valores M sdo 0s mais estaveis. B: Grafico dos

valores V fornecidos pelo geNorm para os seis candidatos a gene de referéncia nas amostras

de Glycine max submetidas a condigdes de estresse.
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3.6.2 Analises pelo NormFinder

Para verificar e comparar os resultados obtidos pelo GeNorm, os dados de expressao
obtidos das amostras de diferentes tecidos durante o desenvolvimento da soja, bem como das
amostras coletadas em condicdes de estresse foram convertidos em dados de expresséo
relativa, através do método delta Ct e delta-delta Ct (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).
Esses dados foram exportados para uma planilha do excel e avaliados pelo programa

NormFinder seguindo as recomendac@es descritas por Andersen et al. (2004).

Este programa se baseia numa abordagem de estimativa de variancia e classifica o0s
genes de acordo com a sua estabilidade sob um dado conjunto de condi¢des experimentais. Os
genes com os menores valores de estabilidade sdo os mais estdveis (ANDERSEN et al.,
2004).

A classificagdo gerada pelo NormFinder foi sutilmente diferente da classificagéo
gerada pelo GeNorm. Nas amostras analisadas em conjunto “Total” (tecidos em
desenvolvimento) o melhor gene indicado pelo NormFinder foi 0 EF/a 1a com um valor de
estabilidade de 0,397 (Tabela 16). Este gene é indicado como o sexto na classificacdo de
estabilidade fornecida pelo GeNorm.

Em vagens/flores a classificacdo foi igual nos dois programas, com o0s genes EFIf e
EFlo 1a apresentando expressdo mais estavel.

Ambos os programas GeNorm e NormFinder identificaram 0os mesmos quatro genes
mais estaveis em vagens, mas com diferencas na ordem de classificacdo (Tabela 16 e Figura
12a). Além disso, a classificacdo dos trés primeiros genes candidatos em sementes e é
exatamente igual. J& em hipocotilos dois dos trés primeiros genes indicados sdo 0S menos nos
dois programas. Observou-se também que de acordo com o NormFinder o gene EFla 2b foi o
mais estavel nas amostras de cotilédones, no entanto na classificacdo fornecida pelo GeNorm

este foi somente o0 sexto gene mais estavel (Figura 12a e Tabela 16).

Em folhas unifolioladas e na combinagdo de folhas unifolioladas/folhas trifolioladas
(estadios de desenvolvimento) o gene EF/a 3 foi indicado como 0 gene mais estavel, ja em
folhas trifolioladas analisadas individualmente o melhor gene foi 0 EF 1o 1b.
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Nas amostras de raizes observa-se que em ambos 0s programas o gene mais estavel foi
0 EFla 2a. No GeNorm e NormFinder os seis primeiros genes em amostras de epicoétilos

foram os mesmos, mas ha diferencas na ordem de classificacao (Tabela 16).

Os resultados revelam que de acordo com o programa NomFinder 0s genes
pertencentes a familia multigénica do EF /o sdo 0s de expressdo mais estavel, excetuando-se
vagens/flores e sementes, onde o0 gene EFIf aparece como O mais estavel, esse
comportamento também foi observado quando analisamos esses dados pelo GeNorm.

Nas analises das amostras de raizes e folhas submetidas a condigdes de estresse com
PEG e AS, os dois programas mostraram resultados semelhantes, no entanto existem algumas
diferencas. No caso da avaliacdo pelo NormFinder a classificacdo dos genes para amostras
submetidas ao estresse com PEG foi EF/a 2a> 1a> 1b> 2b> 3> 1c em folhas e EF/a 2b, 1c,
2a, la, 3 e 1b em raizes (Tabela 17).

Nas amostras de raizes e folhas submetidas ao estresse com AS, a classificagdo de
genes mais estaveis para folha foi EFla 1b> 2a> 3> la> 1c> 2b, ao passo que para as
amostras de raizes a classificacdo de estabilidade foi EFla 1a> 2b> 1c¢> 2a> 3> 1c (Tabela
17).
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Tabela 16: Classificacdo dos genes de referéncia fornecida pelo programa NormFinder para as amostras de diferentes tecidos durante o

desenvolvimento da soja.

Classificacéo Flores/vagens Vagens Sementes Cotilédones Folha Folha Estadios de Hipocétilos Epicétilos

trifoliolada unifoliolada desenvolvimento

Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene  Estabilidade Gene  Estabilidade Gene ..Estabilidade Gene Estabilidade
1 EFla la 0.397 EFIB 0.009 EFlala 0.003 EFIp 0.026 EFla2b 0.420 EFla 1b 0.212 EFla 3 0.115 EFla3 0.452 EFla2a 0.129 EF1B 0.084 EF1A1c 0.230
2 EF1B 0.375 EFla la 0.009 EF1B 0.003 SKIP 16 0.026 EFla2a 0.799 EFla 3 0.231 EFla2b 0.201 EFlalb 0.463 EFlalc 0.278 EF1Ala 0.097 EF1A 2b 0.759
3 EFlalc 0415 SKIP 16 0.046 EFla2a 0.012 EFla2b  0.074 EFla3 0.970 EF1B 0.237 EFla la 0.678 EFlala 0.467 EFlalb 0.341 EF1A 1c 0.230 EF1A1b 0.833
4 EFla2a  0.459 UKN1 0.073 EFla2b 0.012 EFlala  0.397 EFlalc 1.118 EFlalc 0.337 EFlalb 0.723 EF1B 0.478 MTP 0.375 EF1A2a 0.361 EF1Ala 1120
5 SKIP 16 0.559 EFla 1b 0.121 EFlalb  0.028 EFla 2a  0.482 UKN1  1.303 EFla2a 0.564 EF1B 0.924 EFla2a 0.585 EFla2b 0.391 SKIP 16 0.436 EF1B 1.159
6 EFlalb 0562 MTP 0.734 SKIP16  0.192 EFlalc  0.642 EFlala 1.387 EFlala 0.589 EFla2a 1.015 EFlalc 0.644 UKN1 0433 UKN1 0.461 EF1A2a 1.334
7 UKN1 0.582 EFla 1c 0.736 UKN1 0.206 MTP 1.065 EFlo 1b 1.496 UKN1 0.856 MTP 1.062 UKN1 0.699 SKIP 16 0.553 EF1A2b 0.536 UKN1 1.368
8 EFla 2b 0.586 EFla 2a 1.163 EFla 3 0.531 UKN1 1.499 EFIp 1.500 SKIP 16 0.879 UKN1 1.183 SKIP 16 0.731 EFlala 0.693 EFIA3 0.643 MTP 1.642
9 EFla 3 0.640 EFla3 1.708 EFlalc  0.640 EFla 3 1.646 MTP 1.897 MTP 1.349 SKIP 16 1.279 MTP 0.793 EFIp 0.707 MTP 0.728 SKIP 16  1.896
10 MTP 0.704 EFla 2b 3.099 MTP 0.790 EFla 1b 2.190 SKIP 16 1.905 EFla2b 2481 EFlalc 1.462 EFlo2b 1.147 EFla3 0.952 EFla 1b  0.884 EFIA3  1.988

Tabela 17: Classificacdo dos genes de referéncia fornecida pelo programa NormFinder para as amostras de raiz e folha submetidas a condicGes

de estresse com PEG e AS.

Classificacao Total Folhas AS Raizes AS Folhas PEG Raizes PEG
Gene  Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade

1 EFla2a 0.026 EFla 1b  0.020 EFla la 0.009 EFla 2a 0.028 EFla 2b 0.012
2 EFla2b  0.037 EFla 2a 0.022 EFla 2b 0.010 EFla la 0.036 EFla 1c 0.017
3 EFlalb  0.039 EFla 3 0.028 EFla 1c 0.015 EFla 1b 0.039 EFla 2a 0.021
4 EFlala 0.041 EFlala 0.036 EFla 2a 0.019 EFla2b  0.051 EFlo la 0.022
5 EFla 1lc  0.047 EFla 1c 0.043 EFla 3 0.022 EFla3 0.057 EFla 3 0.034
6 EFla 3 0.054 EFla 2b 0.046 EFla 1b 0056 EFlolc 0.061 EFla 1b 0.035
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3.7 Validacao dos genes de referéncia para RT-qPCR

Com o objetivo de validar o uso dos genes de referéncia indicados neste estudo, 0s
genes FTL3, LEA e PR3 foram analisados em relacdo aos seus respectivos niveis de
expressao. Todos esses genes sdo reconhecidamente responsivos as condicOes testadas neste
trabalho (Figuras 14, 15 e 16).

O perfil de expressdo do gene FTL3 foi avaliado em trés distintos estagios de
crescimento vegetativos da folha [V1 (10 dias), V4 (22 dias) e V9 (45 dias)]. Quando usamos
0s genes EFla la, EFlo 1b e EFla 2a como genes de referéncia, os niveis de transcritos
aumentaram gradualmente com o decorrer do tempo, observando-se um pico no inicio da

floracdo [oitava folha trifoliolada totalmente expandida - V9 (45 dias)] (Figura 14).

O gene LEA foi utilizado como controle positivo para 0s ensaios com estresse
promovido por PEG, tendo em vista que o referido gene aumenta o nivel de transcritos em
resposta a este tipo de estresse (IRSIGLER et al., 2007, PINHEIRO et al., 2009). Nas anélises
em folhas, quando os genes EFla 1a, 2a e 2b foram utilizados como normalizadores o nivel
de transcritos aumentou nos tempos 6, 12 e 24h. (Figura 15a). Quando usamos 0s genes EF'la
1c, 2a e 2b como genes de referéncia o nivel de transcritos em raizes aumentou nos tempos 0,
12 e 24h (Figura 15b).

O gene PR3 foi utilizado como controle positivo para o estresse promovido por &cido
salicilico tendo em vista que estudos anteriores (MORAES, 2012) mostraram que este gene
responde a este tipo de estresse. Em folhas, quando os genes EFlo 1a, 1b, 2a, 2b e 3 foram
utilizados como genes de referéncia, observou-se um aumento de transcritos em seis horas,
comportamento este igual ao observado por Moraes (2012). Em raizes, o nivel de transcritos
também aumentou significativamente em seis horas, quando os genes EFla la, 1c, 2a e 3

recomendados pelo GeNorm foram utilizados (Figura 16a e 16b).
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4 DISCUSSAO

Soja (Glycine max) € uma cultura importante mundialmente, apresentando grdos com
alto teor proteico essenciais para 0 consumo humano e animal (LE et al, 2011; SCHMUTZ et
al, 2010). A soja é uma espécie de leguminosa da ordem Fabales que teve seu genoma
recentemente sequenciado, tornando-se disponivel para a comunidade académica,
viabilizando a identificacdo da funcdo de novos genes e possibilitando avangos no
estabelecimento de novas estratégias moleculares de melhoramento genético (SCHMUTZ et
al, 2010).

A funcdo de um gene pode ser identificada usando diferentes técnicas, sobretudo,
através do silenciamento génico. Contudo, analises de expressao génica também contribuem
para elucidar o papel dos genes na célula. Essas andlises, em sua grande maioria S&o
realizadas, atualmente, atraves de ensaios por PCR em tempo real (QRT-PCR). A técnica de
gRT-PCR é altamente sensivel, eficiente e confiavel, no entanto para o uso da qRT-PCR faz-
se necessario a adocdo de uma estratégia de normalizacdo adequada. O uso de genes
constitutivos ou “Housekeeping” é comumente aceito para normalizar dados de expressao

génica.

Genes “housekeeping” sao codificados por familias multigénicas em muitas espécies
de plantas e sdo altamente idénticos entre si (XU et al., 2007). Embora os genes
“housekeeping” sejam amplamente usados na normalizacdo de dados de @PCR,
aparentemente ndo had preocupacdo entre o0s pesquisadores em se determinar genes
normalizadores usando todos os membros da familia génica. Geralmente sdo utilizados genes,

escolhidos aleatoriamente, que codificam diferentes proteinas.

No presente trabalho, buscou-se identificar genes de referéncia EF 1o com expressdo
estavel em duas condicdes de estresse e em diferentes tecidos durante o desenvolvimento da
soja. Para tal, os genes EF 1o membros da familia multigénica foram testados nas condicGes
de estresse e nos diferentes tecidos. Os genes MTP, SKIP 16, UKN1 e EF'[f também foram
testados nos diferentes tecidos em desenvolvimento. Estudos anteriores, mostraram que 0S
genes EF1o foram selecionados em diferentes condigOes experimentais como bons genes de
referéncia, apresentando expressao estavel (HAN et al., 2012; LUO et al., 2010; MARTIN et
al., 2008, REIDE et al., 2006 e WAN et al., 2010), no entanto, nestes estudos, ndo havia

preocupacdo em se determinar qual gene membro era selecionado. Muitas vezes um Unico par
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de primers reconhecia mais de um gene membro devido a alta identidade existente entre tais
genes.

No presente trabalho, as analises dos valores das médias de Ct mostraram que em
diferentes tecidos e condicGes de estresses 0s genes EFla apresentaram variacOes de
expressao (Figuras 10 e 11). Estes achados estdo de acordo com os estudos de expressao de
genes EFla de uva (REIDE et al., 2006) e Tung tree (HAN et al., 2004), onde as médias dos

valores de Ct dos genes EF/a também variaram.

O gene EFla 2a, juntamente com os genes MTP, UKN1, SKIP 16 e EF1f foram 0s
gue mostraram a menor variacdo de Ct, entre as amostras de desenvolvimento (Figura 11).
Estes resultados corroboram com a classificacdo proposta pelo GeNorm, onde os genes SKIP
16, UKN1 e MTP aparecem como 0s mais estaveis quando todas as amostras dos diferentes
tecidos “Total” sdo analisadas em conjunto (Figura 12a). De acordo com o GeNorm 0 gene
EF 1o 2b apareceu como 0 mais instavel dentre as amostras de desenvolvimento “Total”, este

gene também apresentou a maior variacao de Ct (Figuras 11 e 12a)

Nas amostras submetidas aos estresses com AS e PEG, o gene EFla 3 foi 0 que
apresentou a maior variacdo da média dos valores de Ct (Figura 10). Este resultado é
semelhante ao observado nos dados fornecidos pelo GeNorm, onde este gene também aparece
como o menos estavel (Figura 13a). J& 0 gene com a menor varia¢do dos valores de Ct foi 0
EF1o 1a, no entanto no GeNorm o gene mais estavel é o EFla 2a. Esses resultados estdo de
acordo com os reportados na literatura, onde se observa que os diferentes métodos utilizados
para analise da estabilidade de expressdo de genes candidatos a normalizadores, muitas vezes
ndo produzem resultados idénticos (WANG et al., 2011; JIAN et al., 2008).

Os genes EFlo 1c e 2a segundo o GeNorm foram 0s genes mais estaveis em raizes
submetidas aos estresses com AS e PEG, respectivamente. Em folhas, EF 1o 2a e 2b foram os
melhores genes em condi¢cfes de estresse com AS e PEG, respectivamente. Estes achados
mostram que em diferentes tecidos e condigcdes de estresse, diferentes genes sdo requeridos
para normalizacdo. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura. Em
amostras de lirios, 0 gene EFlo é indicado para folhas e raizes em algumas condi¢des de
estresse, mas ndo é indicado em outros tipos de tecidos, nestas mesmas condi¢des (LUO et al.,
2010). Em folhas de populus (BASA et al., 2009) e pepino (WAN et al., 2009) sob condicdes

de estresse com Cadmio o gene EF1a foi 0 mais estavel.
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Em diferentes tecidos durante o desenvolvimento da soja 0s genes indicados para
normalizag&o diferiram, no entanto dentre os dez genes analisados (EFla 1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 3
e UKNL1, SKIP16, EF1f e MTP), os genes membros da familia génica EF/a foram os mais
estaveis na maioria dos tecidos testados, tais como cotilédones (EFla 3 e 1c); epicotilos
(EF1a 1b, 2b e 1a); hipocétilos (EF 1o 1a e EF1p); vagens (EF1a 2a e 2b) e raizes (EF 1o 2a;
UKN1) (Figura 12a). Nos outros tecidos testados, tais como folhas trifolioladas e folhas
unifolioladas os genes UKN1 e SKIP16 corresponderam a combinacdo mais estavel. Ja em

sementes durante a germinacédo os genes EF1f e SKIP16 sdo os mais indicados.

Estudos de normalizacdo em Lolium perenne mostraram que 0S genes EFla,
pertencentes a uma familia multigénica de dois membros, exibem expressdo diferencial, assim
como observado em soja. No entanto, diferentemente do observado neste trabalho, as analises
de 442 amostras de diferentes tecidos revelou que a combinacdo dos dois genes EF/a
apresentava a maior estabilidade tornando possivel usa-los como genes de referéncia nessas
condicdes (LEE et al.,, 2010). Resultados semelhantes sdo encontrados em Linum
usitatissimum L. Nesta espécie os genes membros da familia multigénica do fator de iniciacdo
da tradugdo, nomeados ETIF1, ETIF3E, ETIF3H, ETIF4F e ETIF5A foram analisados em
relacdo a estabilidade de expressdo. De acordo com o GeNorm, alguns membros da familia
génica sdo indicados para normalizar amostras de diferentes tipos de tecidos (HUIS et al.,
2010).

Nesse trabalho, os programas GeNorm e NormFinder foram utilizados para verificar a
estabilidade de expressdo dos genes candidatos a normalizadores. De acordo com o0s
resultados obtidos observa-se que ambos os programas indicam os genes EF1o. COMO 0S genes
mais estaveis em diferentes tecidos. No entanto, em alguns tecidos 0s genes EF 1o membros
da familia multigénica ndo sdo os mais indicados, no entanto outros genes (MTP, SKIP 16,
UKN1 e EF1p) séo indicados neste estudo. Nas diferentes condigdes de estresse nédo foi
possivel determinar as combinagdes ideais de genes estaveis para normalizacdo, neste caso,
enfatizamos a necessidade da adicdo de novos genes com expressdo estavel, a fim de se

determinar combinagdes ideais para normalizagao.

Estes achados reforcam a necessidade de estudos de normalizagdo utilizando os
diferentes membros das familias multigénicas, ja que estes genes sdo diferencialmente
expressos, e os diferentes membros podem ser indicados para normalizacdo em algumas

condigdes, enquanto que em outras néo.
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Para validar os resultados encontrados o gene FTL3 foi utilizado. Este gene aumenta o
nivel de transcritos a medida que a planta se desenvolve e se aproxima do inicio da florac&o.
A proteina codificada por este gene desempenha uma funcdo primordial na transicdo do
estadio vegetativo para o estadio reprodutivo, favorecendo a floracdo (ODA et al., 2011). Em
A. thaliana, FTL3 atua como um promotor floral e um integrador de vérias vias de floragdo
(NOTAGUCHI et al., 2008). Os resultados mostram que este gene exibiu o padrdo de
expressao esperado, visto que, teve sua expressao aumentada gradativamente a medida que a
planta se aproximava da floracdo (Figura 14). Tais resultados corroboram com os encontrados
no trabalho de Hu et al. (2009) mostrando que quando usamos 0s genes EFla como
normalizadores, os resultados esperados ndo séo alterados.

Os genes LEA e PR3 foram avaliados em relacdo aos seus perfis de expressao, 0s
resultados mostraram que ambos 0s genes respondem aos estresses com polietileno glicol e
acido salicilico, respectivamente. Esses resultados demonstram que as plantas foram
realmente submetidas ao estresse osmotico promovido pelo PEG e ao estresse com AS.
Ademais se observou que os genes EFla, apesar de ndo serem indicados como os melhores
genes de referéncia para essas analises, ndo interferiram nos resultados esperados (Figura 15a,
15h, 16a e 16b).

Os dados mostram que existem variacdes de expressdo entre 0s genes membros da
familia génica em diferentes tecidos durante o desenvolvimento e condicGes de estresse.
Entretanto, foi possivel determinar genes EFIa com estabilidade de expressdo em
tecidos/condicgdes especificas que podem ser usados para normalizar ensaios por gRT-PCR
em soja. Ademais, esses dados também podem ser usados como base para o estabelecimento
de genes de referéncia em leguminosas da tribo Phaseoleae, tendo em vista que genes EFla

ortdlogos foram identificados entre as diferentes espécies.



89

5 CONCLUSOES

1. Combinacdes diferentes de genes sdo requeridas para normalizacdo em diferentes
tipos de tecidos durante o desenvolvimento da soja. Em relag&o aos genes pertencentes
a familia multigénica do EF/a, alguns membros sdo indicados para a maioria dos
tecidos testados, tais como cotiledones (EFIa 3 e 1c), raizes (EFla 2a), epicotilos
(EFla 1b, 2b e 1a), hipocotilos (EFIa 1a e EF1p) e vagens(EF 1o 2a e 2b). Para as
amostras de folhas trifolioladas, folhas unifolioladas, vagens/flores, estadios de
desenvolvimento e sementes 0s genes EF/o ndo sdo os mais indicados para

normalizacéo.

2. Nas situacOes de estresse com PEG e AS, ndo foi possivel estabelecer combinagoes
ideais de genes para normalizagdo, havendo, portanto necessidade de inclusdo de
genes candidatos a normalizadores com expressdo estavel, a fim de se estabelecer

estratégias apropriadas de normalizacao.

3. Os dados mostram que existem variacdes de expressdo entre 0s genes membros da
familia génica nas situacbes testadas neste trabalho. Entretanto, foi possivel
determinar genes EFIla com estabilidade de expressdo em tecidos/condi¢Oes
especificas. Estes genes de expressdo estdvel podem ser usados para normalizar
ensaios por gRT-PCR em soja. Além disso, esses dados podem ser usados como base
para o estabelecimento de genes de referéncia em leguminosas da tribo phaseoleae,
tendo em vista que genes EFla ortélogos foram identificados entre as diferentes

espécies.
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Anexo 01: Sequéncias de cDNAs deduzidas dos diferentes genes membros da familia

multigénica do EF1a. Em rosa sdo mostradas as sequéncias dos primers senso e antisenso.

>GmEFla la
atcactctgtgctccctecgetctatttctcagtectectgtgtttgecggectgaggattccgaacgagtgaccttett
cgtttctcgcaaagtttaagtaatcatgggtaaggaaaaggttcacatcaacattgtcgtcattggacatgtcga
ctctgggaagtcaactaccactggtcacttgatctacaagcttggaggtattgacaagecgtgtgattgagaggtt
cgagaaggaggctgccgagatgaacaagaggtcattcaagtatgcctgggtgectcgacaagctcaaagctgagcg
tgaaagaggaattaccattgatattgctttgtggaagtttgaaaccaccaagtactactgcacggtcattgatge
tcctggacatcgtgactttatcaagaacatgattactggtacctcccaggccgactgtgectgtecttattattga
ctccaccactggtggttttgaagctggtatttctaaggatggacagacccgtgagcatgctcecttettgetttcac
cctaggtgtgaagcagatgatctgttgctgtaacaagatggatgccactacccccaagtactctaaggctaggta
tgatgaaatcgtgaaggaagtctcttcttacttgaagaaggttggttacaacccagacaagattccctttgttcee
catctctggttttgagggtgacaacatgattgagaggtccaccaaccttgactggtacaagggaccaactctcect
tgaggctcttgaccaaatcaatgagcccaagaggccctccgacaagectctaaggecttccattgcaggatgtcta
caagattggtggtattggtactgtgccagtgggacgtgtagagactggggttgtgaagcctggtatggtggtgac
ttttggtcccactgggctgacaactgaggttaagtctgttgagatgcaccatgaggctctcacagaggctcttece
aggtgacaatgttggatttaatgtgaagaatgttgcagtcaaggatctcaagcgtggttttgttgcatccaactce
caaggacgaccctgccaaggaagctgccaacttcacatcccaagtcattatcatgaaccatcctggccagattgg
taatggatacgcaccagtccttgactgccacacttctcacattgctgtgaagttttctgaaatcttgaccaagat
tgacaggcgatctggtaaggagcttgagaaggagcccaaatttttgaagaatggtgatgctggtatggttaagat
ggttccaaccaagcccatggtggttgaaactttctctgagtatcctcecececttggtegttttgectgtgagggacat
gcgtcagaccgtagctgttggagtcatcaagagtgttgagaagaaagaccccaccggagccaaggtcacaaaggce
tgccgccaagaagaagtgattgcattttggcaattttgctagcacatgtgatcatcaacgtggtttcaaaaaaac
ttgttcctttacagtagtttatctttgcagagtcttaggtgtttgttttaccagttatattttgaagtgtccgece
ttcaaaactgggttcttgatcggcggtaacattttcgttgectgtttgtttttgat
gagtactgttttttgttttgatggtaaaagtctgagattttcaaattcacaagcagccatagggttttagtccat
ttcctttgctg ttgcatttaatttataaggaagttttgttaactgtt

>GmEFla 2a
ctcttcactccttcgttcactcttecttctecttgeggectagggttttagecgcagettecttctagatttaaggaaga
tgggtaaggaaaaggttcacatcagtattgtggttattggccatgttgactctgggaagtccactaccactggcc
acctgatctacaagcttggaggcattgacaagcgtgttattgagagatttgagaaggaagctgctgagatgaaca
agaggtctttcaagtatgcctgggtgcttgataagcttaaggctgagcgtgaaagaggaatcacaattgatattyg
ccttgtggaagtttgaaaccaccaagtactattgcacagtcattgatgcccctggacacagggatttcatcaaga
acatgatcactgggacatcccaagctgactgtgctgttcttatcattgattccactactggtggttttgaagectyg
gaatttcaaaggatggacagactcgtgaacatgctctgctttcattcacccttggtgtgaaacagatgatttgtt
gctgtaacaagatggatgctactacaccaaagtactccaaggccaggtatgatgaaattgtgaaggaagtttctt
cctatttgaagaaagtaggatacaaccctgacaagattccttttgttcctatatctggttttgagggagacaaca
tgattgagaggtccacaaaccttgactggtacaagggtcctactctgctagatgcacttgaccagatctctgage
ccaagaggccttctgacaagcccctcaggctacccecttcaggatgtgtacaagattggaggaattggaactgtge
ctgtgggacgggttgagactggtgtcttgaagcctggaatggtggtgacttttgcaccaactggactgacaaccyg
aagttaagtctgtggaaatgcaccatgaagctctcacagaggctcttcccggtgataatgttggattcaatgtta
agaatgttgctgttaaggatctcaagcgtggttatgttgcctcgaactcaaaggatgatcctgccaaggaggctg
ctaacttcactgcccaggttatcatcatgaaccatcctggtcagattggaaatggctatgccecctgttcttgact
gccacacttcccacattgctgtcaagtttgctgaactcatgaccaagattgacaggcgatctggcaaagagcttyg
agaaggaacccaagtttttgaagaatggtgatgctggttttgttaagatgattccgaccaaacccatggtggttyg
aaactttctctgagtaccccccacttggtecgectttgectgtcagggatatgecgtcaaactgttgectgtgggagtca
tcaagaacgtggagaagaaggatcctactggagccaaggtcaccaaggctgcccagaagaagaagtgaategtge
ggtttggttcatcagg_tacaataaatgttggtttcttgcccttgtgtcttcgtttc
taggtagcttgtttttcggacatagtttgaagtctccaccatcatctcgcaacttttgttcccagaattgggtte
ttgatcgacggtggcaagactccttttatcatt_tgagaacccctgattacatt
tttgttaagcgcagcgagttttagggctttgeccgttgegttgttggtttgectttttaaatgtcaactttatattt
gtgttcaatttttgcttggtttgcttttaaaaaatcaaatttatgtyg
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>GmEFla 1b
atcactctgctgcctcecgectectgtttectgtctectgtgtttgecggectgaggattccgaacgagecgaccttecttegtt
tctcgcaaagtttaagtcatcatgggtaaggaaaagactcacatcaacattgtcgtcattggacatgtcgactct
gggaagtcaactaccactggtcatttgatctacaagcttggaggtattgacaagcgtgtgattgagaggttcgag
aaggaggctgctgagatgaacaagaggtcattcaagtatgcctgggtgcttgacaagctcaaggctgagcgcgaa
agaggaattaccattgatattgctttgtggaagtttgaaaccaccaagtactactgcacagtcatcgatgccccc
ggacatcgtgactttatcaagaacatgattactggtacctcccaggctgattgtgctgteccttatcattgactecce
accactggtggttttgaagctggtatttctaaggatggacagactcgtgagcatgctcttcttgectttcacecctt
ggtgtgaagcagatgatctgctgctgtaacaagatggatgccactaccccgaagtactctaaggctaggtatgat
gaaattgtgaaggaagtctcttcctacttgaagaaggttggttacaacccagacaagattccatttgtgeccecatce
tctggtttcgagggtgacaacatgattgagaggtccaccaaccttgactggtacaagggaccaactctceccttgag
gctcttgaccaaatcaatgagcccaagaggccctcagacaagccactcaggecttccattgcaggatgtctacaaa
attggtggtattggtaccgtgccagtgggacgtgttgagactggtgtcgtgaagcccggtatggtggtgactttt
ggtcccactgggctgacaactgaggttaagtctgttgagatgcaccatgaggctctcacagaggctcttccaggt
gacaatgttggctttaatgtgaagaatgttgcagtcaaggatctcaagcgtggttttgttgcatccaactccaag
gatgaccctgccaaggaagctgccaacttcacatctcaagtcattatcatgaaccaccctggccagattggaaat
ggatacgcaccggtgcttgattgccacacttctcacattgctgtcaagttttctgaaatcttgaccaagattgac
aggcgatctggtaaggagcttgagaaggagcccaaatttttgaagaatggtgatgcaggtatggttaagatgatt
ccaaccaagcccatggtggttgaaactttctctgagtatcctecceccttggtegttttgectgtgagggacatgegt
caaactgtggctgtcggagtcatcaagagtgttgagaagaaagaccccaccggagccaaggtcaccaaggecgcect
gccaagaagaagtgattgcatttgggcaattttgctagcacatgtgatc_agta
gttttatccttgcagagtcttaggtgttttgtttaagttatatttttaagtttctgccgatttcatgtagececgta
actttcaaaactaggttcttgatcggcggtggtcaattttcattgctgtttgtttttgatgagtactgttttttg
ttt O eaEeEgE s 2 tat t tcgaat ttcacaagcagetatagggttttagtecatttectttget
gctgagggatgttttaagttgcatttaatttataacgaagttttataaactgtttatggtttaaaggctattatt
cttt

>GmEFla 2b

cttctcttcacacctttgttcactcttcttctcttgcggctagggttttagcgcagettcttctagatttaagga
agatgggtaaggaaaaggttcacatcagtattgtggtcattggccatgtcgactctgggaaatccactaccactg
gtcacctgatttacaagcttggaggcattgacaagcgtgttattgagaggtttgagaaggaagctgctgagatga
acaagaggtctttcaagtatgcctgggtgctggacaaacttaaggctgagcgtgaaagaggaatcaccattgata
ttgctttgtggaagtttgaaacaacaaagtattattgcacagttattgatgcgecctggacatagggatttcatta
agaatatgattactgggacatcccaagctgactgtgctgttcttatcattgattcgaccactggtggttttgaag
ctggtatttccaaggatggacagactcgtgaacatgctctgctttcattcacccttggtgtgaaacagatgattt
gctgctgtaacaaaatggatgctactacacccaagtattccaaggccaggtatgatgaaattgtgaaggaagtct
cttcctacttgaagaaagtaggatacaaccctgacaagattceccttttgttecctatctctggttttgagggagaca
acatgattgagaggtccacaaaccttgactggtacaagggtccaactctgcttgatgcacttgaccagattagtg
agcccaagaggccctctgacaagcccctcaggcttcecececcttcaggatgtgtacaagattggaggtattggaactg
tgccagtgggacgtgttgagaccggtgtcttgaagecctggaatggtggtgacttttgcaccaactggactgacaa
ctgaagtcaagtctgtggagatgcaccatgaatctcttacagaggcacatcctggtgacaatgtgggattcaatyg
ttaagaatgttgctgttaaggatttgaagcgtggttatgttgcctcaaactcaaaggatgaccctgcaaaggagg
ctgctaacttcacagcccaagtcatcatcatgaaccaccctggtcagattggaaatggctatgeccectgtecteg
actgccacacttctcacattgctgtcaagtttgctgaactcatgaccaagattgacaggcgatccggcaaagagce
ttgagaaggagcccaagtttttgaagaacggtgatgctggttttgttaagatgattccaaccaaacccatggttyg
ttgaaactttctccgagtatcctccacttggtaggtttgctgttagggacatgecgtcaaactgttgectgtgggag
tcatcaagaacgttgagaagaaggatcctaccggagccaaggtcaccaaggctgcccagaagaagaagtgaatcg
tgcgggctggttcatcaggggatgttggttacaataaatgttggtttct tttc
taggtagcttgtttttcggacaaagtttgaagtctccaccatcatctcgcaactgttgttcccagaactgggtte
ttgatcgacggtggcaaaattgcttttatttatct cggaacccctgattaca
tttttgttaagcgcagcgagtttcaggactttgctgecgttgtgttgctttggtttattaaatgtcaactttctat
ttgtagtgttc

>GmEFla 1c

aacactctgctcttgctttagccatcactaacactcagtctctgaattggggctgagggtttcgagtaacgttta
tttttcacgagtttaagatatcatgggtaaagagaaggttcacattaacattgtggtcattggccatgttgactc
tgggaagtcaaccaccactggccacttgatttacaagcttggaggtattgacaagcgtgttattgagaggtttga
gaaagaagctgctgagatgaacaagaggtcattcaaatacgcctgggtgcttgacaagcttaaggctgagecgtga
gagaggaattaccattgatattgcattatggaagtttgagaccaccaaatactactgcactgttattgatgctcc
aggacatcgtgatttcatcaagaacatgattactggaacttcccaggctgattgtgctgtccttatcattgatte
cacaactggtggttttgaagctggtatttccaaagatggacagactcgcgagcatgctctacttgeccttcaccct
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tggtgtcaagcaaatgatctgttgctgtaacaagatggatgccactaccccaaagtactctaaggccaggtatga
agaaattgtgaaggaagtttcttcctacttgaagaaggtaggttacaacccagacaagattccatttgttcccat
ctcaggttttgagggtgacaacatgattgagaggtccaccaatcttgattggtacaagggaccaacccttctcga
ggctcttgaccagatcaatgagcccaagagaccctcagacaagcectttgaggcttecccttgcaggatgtctacaa
gattggtggtattggaacagtgccagtgggacgagttgaaactggtgtcttgaagcccggtatggtggtgacttt
tgctcccactggcctgacaactgaagttaagtctgtggagatgcaccatgaagectctccaggaggeccttceccagg
tgacaacgtaggatttaatgtgaagaatgttgcagtcaaggatctcaagcgtggttttgttgcctcaaactctaa
ggatgatcctgccaaggaggctgccaacttcacatcccaagtcattataatgaaccatcctggccaaattggaaa
tggttatgctcctgtgecttgactgccacacttctcacattgeccgtcaagtttgeccgaacttgtgaccaagattga
caggcgatctggtaaggagattgagaaggagcccaaattcttgaaaaatggagatgcaggttatgttaagatgat
tcccaccaagcctatggtggtcgaaactttcteccgagtatectectettggtegttttgecgtgagggacatgeg
acaaactgtggctgttggagtcatcaagagtgtggagaagaaggacccaactggagccaaggtcaccaaggctge
acagaagaagaagtgaatacatttttgtgtttcttcaagtac_ttacacaca
acagtggttccttattagtattttattttttgagagtataggtgcttttacttgttatagttttacttttatgta
tcagccatttcattgcagccacctacctttcaaaactgggttcttgatgggcggtggtgactttt_
ctttttgcacaagcagctacagggttttagtt

>GmEFla 3
gctacactccttctcttctcgecggecttectttctccaagattaagtttcagtagtaatgggtaaggaaaaggttca
cattaacatcgtggtcattggccatgtcgactctgggaagtcaaccaccaccggtcaccttatctacaagctcgg
aggtattgacaagcgtgtcatcgagagattcgagaaggaagctgctgagatgaataagaggtctttcaagtatge
ctgggtgcttgacaagctcaaggctgagcgtgaaagaggaatcaccattgatattgctctgtggaagtttgagac
cacaaagtactactgcacagtcattgatgcccctggacatagggatttcatcaagaacatgattactggaacatc
ccaagctgactgtgctgttcttattattgattccaccactggtggttttgaagctggtatttccaaggatggaca
gactcgtgagcatgctctccttgcattcactcttggtgtgaggcagatgatttgctgctgcaacaagatggatge
cactacacctaagtactccaaggcaaggtacgatgaaattgtcaaggaagtttcttcctacatgaagaaggtcgg
atacaaccctgacaaaattccttttgttcccatctctggttttgagggagataacatgattgagaggtctacaaa
ccttgactggtacaagggtccaacccttcttgaggcccttgatcagatcaatgagcccaagaggccatcggacaa
gcctctccgattgccecttcaggatgtctacaagattggtgggataggaactgtgectgttggacgggttgaaac
cggtgtcttgaaacctggaatggtggttacctttgcaccaactggactaacaactgaagttaagtctgtggagat
gcaccatgaaactctcactgaggcccatcctggtgacaatgtgggattcaatgttaagaatgttgctgtcaagga
tctcaagcgtggttttgttgcgtctaactctaaggatgaccctgccaaggaggctgctaacttcacatcccaagt
tatcatcatgaaccaccctggacagattggaaatggctatgcacctgttcttgattgccacacctcccacattge
cgtcaagtttgctgaactcttgaccaagattgacaggcgatctggtaaggaacttgagaaggagcccaaattect
gaagaatggtgatgctggtttggtcaagatgattcccaccaagcccatggtggttgaaaccttctccgagtatce
tccacttggtcgttttgctgtgagagacatgcgtcaaactgtggctgtgggagtcatcaagagcgtcgagaagaa
ggaccctactggagctaaggtcaccaaggctgcacagaagaaggccaaatgaatt
Iaaactctattattatgactacaataaatggtttcttgttcgtagtacttcattttttcgtgtagggaacttgtt
tatcagattttgtgtcaggtttoioUEeOEOeEeEEE - ot tcccagaactgggttettgategacggty
gcaaggctatttctttttcattgttatgctttgtttctattacaatgtgtctctgtaagaacaataagctgcata
gtactagtcctatgctgcaggtttggcttttgaatttcaagtctatattgtgttgttataat
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Anexo 02: Alinhamento das sequéncias de aminoécidos deduzidas dos genes EF1a membros
da familia multigénica obtidas através do CLUSTAL W.
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khkhkkhkk Khhk hAhkhhkhkhk A hkkhhkkhkrhkkhkhkhhkhkhkrhkhhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhkhhkrhkhxhkhkkxkkxk*k
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kA hkhk Ak kA hhkhkhhkhhkhkhhhkh kA hhkhkhhkrhhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkxhkxkkxk

GGFEAGISKDGQTREHALLAFTLGVKQMICCCNKMDATTPKYSKARYDEIVKEVSSYLKK
GGFEAGISKDGQTREHALLAFTLGVKQMICCCNKMDATTPKYSKARYDEIVKEVSSYLKK
GGFEAGISKDGQTREHALLAFTLGVKQMICCCNKMDATTPKYSKARYEEIVKEVSSYLKK
GGFEAGISKDGQTREHALLAFTLGVROMICCCNKMDATTPKYSKARYDEIVKEVSSYMKK
GGFEAGISKDGQTREHALLSFTLGVKQMICCCNKMDATTPKYSKARYDEIVKEVSSYLKK
GGFEAGISKDGQTREHALLSFTLGVKQMICCCNKMDATTPKYSKARYDEIVKEVSSYLKK

KA KAKAKAAKRKAAKAAKAEAAKRAKN o AA KA K e A AIAKAAKAKAAKRAXAAA KNI AKX XA, e kA KAk A AKXk Kk« k%

VGYNPDKIPEFVPISGFEGDNMIERSTNLDWYKGPTLLEALDQINEPKRPSDKPLRLPLQD
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VGYNPDKIPFVPISGFEGDNMIERSTNLDWYKGPTLLDALDQISEPKRPSDKPLRLPLQD

KA AR A AR AKRKA AR AKRAAKRA AR A AR AR AR A AR AR A AR A h e Ak kA hk kA kA A A Ak Ak A Xk *k

VYKIGGIGTVPVGRVETGVVKPGMVVTFGPTGLTTEVKSVEMHHEALTEALPGDNVGENV
VYKIGGIGTVPVGRVETGVVKPGMVVTFGPTGLTTEVKSVEMHHEALTEALPGDNVGENV
VYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPTGLTTEVKSVEMHHEALQEALPGDNVGENV
VYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPTGLTTEVKSVEMHHETLTEAHPGDNVGENV
VYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPTGLTTEVKSVEMHHEALTEALPGDNVGENV
VYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPTGLTTEVKSVEMHHESLTEAHPGDNVGENV

KA KAAKAAKRKAAKAA AT AR AKX o kAKX A KA hk KA XAAAAXAKAAA A h kA Kk ok *Kk *hkkkkkkhxk%k

KNVAVKDLKRGFVASNSKDDPAKEAANFTSQVIIMNHPGQIGNGYAPVLDCHTSHIAVKE
KNVAVKDLKRGEFVASNSKDDPAKEAANFTSQVIIMNHPGQIGNGYAPVLDCHTSHIAVKE
KNVAVKDLKRGFVASNSKDDPAKEAANFTSQVIIMNHPGQIGNGYAPVLDCHTSHIAVKE
KNVAVKDLKRGFVASNSKDDPAKEAANFTSQVIIMNHPGQIGNGYAPVLDCHTSHIAVKE
KNVAVKDLKRGYVASNSKDDPAKEAANFTAQVIIMNHPGQIGNGYAPVLDCHTSHIAVKE
KNVAVKDLKRGYVASNSKDDPAKEAANFTAQVIIMNHPGQIGNGYAPVLDCHTSHIAVKE

ER R R R R I R R e R i i R R I b R R b R R i R R I R R R

SEILTKIDRRSGKELEKEPKEFLKNGDAGMVKMVPTKPMVVETFSEYPPLGRFAVRDMRQT
SEILTKIDRRSGKELEKEPKFLKNGDAGMVKMIPTKPMVVETFSEYPPLGRFAVRDMRQT
AELVTKIDRRSGKEIEKEPKFLKNGDAGYVKMIPTKPMVVETFSEYPPLGRFAVRDMRQT
AELLTKIDRRSGKELEKEPKFLKNGDAGLVKMIPTKPMVVETFSEYPPLGRFAVRDMRQT
AELMTKIDRRSGKELEKEPKFLKNGDAGEFVKMIPTKPMVVETFSEYPPLGRFAVRDMRQT
AELMTKIDRRSGKELEKEPKFLKNGDAGEVKMIPTKPMVVETFSEYPPLGRFAVRDMRQT

ek e ek khhkhkhhkhkhkohkhkhhkrhkhkhhhkhkhdx khhkheoerhkhhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhkhkhhkxhkxk

VAVGVIKSVEKKDPTGAKVTKAAAKKK- 447
VAVGVIKSVEKKDPTGAKVTKAAAKKK- 447
VAVGVIKSVEKKDPTGAKVTKAAQKKK- 447
VAVGVIKSVEKKDPTGAKVTKAAQKKAK 448
VAVGVIKNVEKKDPTGAKVTKAAQKKK- 447
VAVGVIKNVEKKDPTGAKVTKAAQKKK- 447

kkhkkkhkkhkkhkk Kkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk Kkk

60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
120
120

180
180
180
180
180
180

240
240
240
240
240
240

300
300
300
300
300
300

360
360
360
360
360
360

420
420
420
420
420
420
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Anexo 03: Alinhamento dos genes EF/a de soja. As sequéncias marcadas com diferentes

cores indicam os primers especificos utilizados para PCR em tempo real.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b
3

ATCACTCTGTGCTCCCTCGCTCTATTT———-———=-— CTCAGTCTCTGTGTTTGCGGCTG

ATCACTCT--GCTGCCTCGCTCTGTTT———-———=-— CT--GTCTCTGTGTTTGCGGCTG

AACACTCT--GCT--CTTGCTTTAGCCATCACTAACACTCAGTCTCTGAATT-GGGGCTG

----CTCTTCACTCCTTCGTTCACTCT---——==-— TCT---TCTCT----- TGCGGCTA

-CTTCTCTTCACACCTTTGTTCACTCT---———--~-— TCT---TCTCT----- TGCGGCTA

————— GCTACACTCCTTC----—==-=-=—==-——==TCT---TCTC-------GCGGCT-
* % * * * % * Kk Kk Kk * kk kK

AGGATTCCGAACGAGTGACCTTCTTCGTTTCTCGCAAAGTTTAAGTAATCATGGGTAAGG
AGGATTCCGAACGAGCGACCTTCTTCGTTTCTCGCAAAGTTTAAGTCATCATGGGTAAGG
AGGGTTTCGA----GTAACGT---TTATTTTTCACGA-GTTTAAGATATCATGGGTAAAG
GGGTTTTAGC----GCAGCTT--—-——--— CTTCT----AGATTTAAGGAA-GATGGGTAAGG
GGGTTTTAGC----GCAGCTT------ CTTCT----AGATTTAAGGAA-GATGGGTAAGG
-——-TCTTTCT----CCAAGAT-————————— T--—--AAGTTTCAGTAGTAATGGGTAAGG

* * * *  kkk kK kkkhkhkkkxk K

AAAAGGTTCACATCAACATTGTCGTCATTGGACATGTCGACTCTGGGAAGTCAACTACCA
AAAAGACTCACATCAACATTGTCGTCATTGGACATGTCGACTCTGGGAAGTCAACTACCA
AGAAGGTTCACATTAACATTGTGGTCATTGGCCATGTTGACTCTGGGAAGTCAACCACCA
AAAAGGTTCACATCAGTATTGTGGTTATTGGCCATGTTGACTCTGGGAAGTCCACTACCA
AAAAGGTTCACATCAGTATTGTGGTCATTGGCCATGTCGACTCTGGGAAATCCACTACCA
AAAAGGTTCACATTAACATCGTGGTCATTGGCCATGTCGACTCTGGGAAGTCAACCACCA

*  kk Kk kK kKkkk K Ak kK kk kkhkkkk KAhkkkhkk kAhkkhkAkkhkkAkhkkhkk KAk kk kkkk

CTGGTCACTTGATCTACAAGCTTGGAGGTATTGACAAGCGTGTGATTGAGAGGTTCGAGA
CTGGTCATTTGATCTACAAGCTTGGAGGTATTGACAAGCGTGTGATTGAGAGGTTCGAGA
CTGGCCACTTGATTTACAAGCTTGGAGGTATTGACAAGCGTGTTATTGAGAGGTTTGAGA
CTGGCCACCTGATCTACAAGCTTGGAGGCATTGACAAGCGTGTTATTGAGAGATTTGAGA
CTGGTCACCTGATTTACAAGCTTGGAGGCATTGACAAGCGTGTTATTGAGAGGTTTGAGA
CCGGTCACCTTATCTACAAGCTCGGAGGTATTGACAAGCGTGTCATCGAGAGATTCGAGA

*x kk k% Kk kk kA kKkAhkhkAhkkhk AhkKAkkhkk kAhkAkhkAhkAkAAkAkAkhkA Ak Ak kkkhkkk Kk KkkhkkKk

AGGAGGCTGCCGAGATGAACAAGAGGTCATTCAAGTATGCCTGGGTGCTCGACAAGCTCA
AGGAGGCTGCTGAGATGAACAAGAGGTCATTCAAGTATGCCTGGGTGCTTGACAAGCTCA
AAGAAGCTGCTGAGATGAACAAGAGGTCATTCAAATACGCCTGGGTGCTTGACAAGCTTA
AGGAAGCTGCTGAGATGAACAAGAGGTCTTTCAAGTATGCCTGGGTGCTTGATAAGCTTA
AGGAAGCTGCTGAGATGAACAAGAGGTCTTTCAAGTATGCCTGGGTGCTGGACAAACTTA
AGGAAGCTGCTGAGATGAATAAGAGGTCTTTCAAGTATGCCTGGGTGCTTGACAAGCTCA

kX kk kkkhkhkk KAAhkhkAkAkhkAkk hhkkhkhkhkkhkhkk KAhkhkkk kk AhAhkkkhkkAhkhkkAkkhkhkk Kk kk kKx K

AAGCTGAGCGTGAAAGAGGAATTACCATTGATATTGCTTTGTGGAAGTTTGAAACCACCA
AGGCTGAGCGCGAAAGAGGAATTACCATTGATATTGCTTTGTGGAAGTTTGAAACCACCA
AGGCTGAGCGTGAGAGAGGAATTACCATTGATATTGCATTATGGAAGTTTGAGACCACCA
AGGCTGAGCGTGAAAGAGGAATCACAATTGATATTGCCTTGTGGAAGTTTGAAACCACCA
AGGCTGAGCGTGAAAGAGGAATCACCATTGATATTGCTTTGTGGAAGTTTGAAACAACAA
AGGCTGAGCGTGAAAGAGGAATCACCATTGATATTGCTCTGTGGAAGTTTGAGACCACAA

* kkkkkhkrhkk hk khkkkhkhkhkkhkx kkx kxkkkkkkkxk * xkkkkhkkkkkk kk kK K

AGTACTACTGCACGGTCATTGATGCTCCTGGACATCGTGACTTTATCAAGAACATGATTA
AGTACTACTGCACAGTCATCGATGCCCCCGGACATCGTGACTTTATCAAGAACATGATTA
AATACTACTGCACTGTTATTGATGCTCCAGGACATCGTGATTTCATCAAGAACATGATTA
AGTACTATTGCACAGTCATTGATGCCCCTGGACACAGGGATTTCATCAAGAACATGATCA
AGTATTATTGCACAGTTATTGATGCGCCTGGACATAGGGATTTCATTAAGAATATGATTA
AGTACTACTGCACAGTCATTGATGCCCCTGGACATAGGGATTTCATCAAGAACATGATTA

* kk kk kkkkk kk kkx kxkkk kk xkkkk * kk kk kk khkkkkx kxkkx Kk

50
46
55
39
42
26

110
106
107
84
87
65

170
166
167
144
147
125

230
226
227
204
207
185

290
286
287
264
267
245

350
346
347
324
327
305

410
406
407
384
387
365



EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1lc
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
lc
2a
2b

la
1b
1c
2a

CTGGTACCTCCCAGGCCGACTGTGCTGTCCTTATTATTGACTCCACCACTGGTGGTTTTG
CTGGTACCTCCCAGGCTGATTGTGCTGTCCTTATCATTGACTCCACCACTGGTGGTTTTG
CTGGAACTTCCCAGGCTGATTGTGCTGTCCTTATCATTGATTCCACAACTGGTGGTTTTG
CTGGGACATCCCAAGCTGACTGTGCTGTTCTTATCATTGATTCCACTACTGGTGGTTTTG
CTGGGACATCCCAAGCTGACTGTGCTGTTCTTATCATTGATTCGACCACTGGTGGTTTTG
CTGGAACATCCCAAGCTGACTGTGCTGTTCTTATTATTGATTCCACCACTGGTGGTTTTG

khkkk kkhk kkhkkkhkk hkk kk khkkkkhkkhkk Kkkhkhkk kkhkkkk kk kk Kkhkrkkkkkkkkxkk

AAGCTGGTATTTCTAAGGATGGACAGACCCGTGAGCATGCTCTTCTTGCTTTCACCCTAG
AAGCTGGTATTTCTAAGGATGGACAGACTCGTGAGCATGCTCTTCTTGCTTTCACCCTTG
AAGCTGGTATTTCCAAAGATGGACAGACTCGCGAGCATGCTCTACTTGCCTTCACCCTTG
AAGCTGGAATTTCAAAGGATGGACAGACTCGTGAACATGCTCTGCTTTCATTCACCCTTG
AAGCTGGTATTTCCAAGGATGGACAGACTCGTGAACATGCTCTGCTTTCATTCACCCTTG
AAGCTGGTATTTCCAAGGATGGACAGACTCGTGAGCATGCTCTCCTTGCATTCACTCTTG

kAhkkhkk kkhk KAk hkk KKk FhkhAkkhkhkkhkhhkk hkk Kk Kk FhAkhkkhkhkkhkkhk *hkk k¥ kkhkkkk k*Kx K

GTGTGAAGCAGATGATCTGTTGCTGTAACAAGATGGATGCCACTACCCCCAAGTACTCTA
GTGTGAAGCAGATGATCTGCTGCTGTAACAAGATGGATGCCACTACCCCGAAGTACTCTA
GTGTCAAGCAAATGATCTGTTGCTGTAACAAGATGGATGCCACTACCCCAAAGTACTCTA
GTGTGAAACAGATGATTTGTTGCTGTAACAAGATGGATGCTACTACACCAAAGTACTCCA
GTGTGAAACAGATGATTTGCTGCTGTAACAAAATGGATGCTACTACACCCAAGTATTCCA
GTGTGAGGCAGATGATTTGCTGCTGCAACAAGATGGATGCCACTACACCTAAGTACTCCA

Xk kK Kk kk kkhkkkk KAk hAhkkhkkhkk khkkhkhkkhk KAAhkhkAkhkhkkAkk hAhkkhkkk Ak kkhkkkk kKk K

AGGCTAGGTATGATGAAATCGTGAAGGAAGTCTCTTCTTACTTGAAGAAGGTTGGTTACA
AGGCTAGGTATGATGAAATTGTGAAGGAAGTCTCTTCCTACTTGAAGAAGGTTGGTTACA
AGGCCAGGTATGAAGAAATTGTGAAGGAAGTTTCTTCCTACTTGAAGAAGGTAGGTTACA
AGGCCAGGTATGATGAAATTGTGAAGGAAGTTTCTTCCTATTTGAAGAAAGTAGGATACA
AGGCCAGGTATGATGAAATTGTGAAGGAAGTCTCTTCCTACTTGAAGAAAGTAGGATACA
AGGCAAGGTACGATGAAATTGTCAAGGAAGTTTCTTCCTACATGAAGAAGGTCGGATACA

kkhkkhkk Kkkhkkhkkk Kk KAkhkkkhkk kk Kkkhkkhkkkhkkkk kAkhkkkk k% kkkkkhkkkk kk kk Kkkhkk*k

ACCCAGACAAGATTCCCTTTGTTCCCATCTCTGGTTTTGAGGGTGACAACATGATTGAGA
ACCCAGACAAGATTCCATTTGTGCCCATCTCTGGTTTCGAGGGTGACAACATGATTGAGA
ACCCAGACAAGATTCCATTTGTTCCCATCTCAGGTTTTGAGGGTGACAACATGATTGAGA
ACCCTGACAAGATTCCTTTTGTTCCTATATCTGGTTTTGAGGGAGACAACATGATTGAGA
ACCCTGACAAGATTCCTTTTGTTCCTATCTCTGGTTTTGAGGGAGACAACATGATTGAGA
ACCCTGACAAAATTCCTTTTGTTCCCATCTCTGGTTTTGAGGGAGATAACATGATTGAGA

khkkkhk hhkrkk hhkhkkhkk khkkhkkhkkx kk kk kk kkhkkhkrk kkhkkkk kk hhkrkkkkkkkkxkk

GGTCCACCAACCTTGACTGGTACAAGGGACCAACTCTCCTTGAGGCTCTTGACCAAATCA
GGTCCACCAACCTTGACTGGTACAAGGGACCAACTCTCCTTGAGGCTCTTGACCAAATCA
GGTCCACCAATCTTGATTGGTACAAGGGACCAACCCTTCTCGAGGCTCTTGACCAGATCA
GGTCCACAAACCTTGACTGGTACAAGGGTCCTACTCTGCTAGATGCACTTGACCAGATCT
GGTCCACAAACCTTGACTGGTACAAGGGTCCAACTCTGCTTGATGCACTTGACCAGATTA
GGTCTACAAACCTTGACTGGTACAAGGGTCCAACCCTTCTTGAGGCCCTTGATCAGATCA

khkkkhk kk kk hhkkkk hhkkkhkrhkkhkhkhkkhkk kk kk kxk kk xk kk kkkkk Kkk k%

ATGAGCCCAAGAGGCCCTCCGACAAGCCTCTAAGGCTTCCATTGCAGGATGTCTACAAGA
ATGAGCCCAAGAGGCCCTCAGACAAGCCACTCAGGCTTCCATTGCAGGATGTCTACAAAA
ATGAGCCCAAGAGACCCTCAGACAAGCCTTTGAGGCTTCCCTTGCAGGATGTCTACAAGA
CTGAGCCCAAGAGGCCTTCTGACAAGCCCCTCAGGCTACCCCTTCAGGATGTGTACAAGA
GTGAGCCCAAGAGGCCCTCTGACAAGCCCCTCAGGCTTCCCCTTCAGGATGTGTACAAGA
ATGAGCCCAAGAGGCCATCGGACAAGCCTCTCCGATTGCCCCTTCAGGATGTCTACAAGA

dkhkrxkkhkkkhkhkhkkhkxk *k xk kkhkkkkxkk * * * k% * kkxkkhkxkk khkkkx Kk

TTGGTGGTATTGGTACTGTGCCAGTGGGACGTGTAGAGACTGGGGTTGTGAAGCCTGGTA
TTGGTGGTATTGGTACCGTGCCAGTGGGACGTGTTGAGACTGGTGTCGTGAAGCCCGGTA
TTGGTGGTATTGGAACAGTGCCAGTGGGACGAGTTGAAACTGGTGTCTTGAAGCCCGGTA
TTGGAGGAATTGGAACTGTGCCTGTGGGACGGGTTGAGACTGGTGTCTTGAAGCCTGGAA
TTGGAGGTATTGGAACTGTGCCAGTGGGACGTGTTGAGACCGGTGTCTTGAAGCCTGGAA
TTGGTGGGATAGGAACTGTGCCTGTTGGACGGGTTGAAACCGGTGTCTTGAAACCTGGAA

kkkk kk kk kk kk Kkkkkk Kkk Kkkkkk kk K*k K*kx K**k k% kK kkkx Kkk kK X

TGGTGGTGACTTTTGGTCCCACTGGGCTGACAACTGAGGTTAAGTCTGTTGAGATGCACC
TGGTGGTGACTTTTGGTCCCACTGGGCTGACAACTGAGGTTAAGTCTGTTGAGATGCACC
TGGTGGTGACTTTTGCTCCCACTGGCCTGACAACTGAAGTTAAGTCTGTGGAGATGCACC
TGGTGGTGACTTTTGCACCAACTGGACTGACAACCGAAGTTAAGTCTGTGGAAATGCACC

470
466
467
444
447
425

530
526
527
504
507
485

590
586
587
564
567
545

650
646
647
624
627
605

710
706
707
684
687
665

770
766
767
744
747
725

830
826
827
804
807
785

890
886
887
864
867
845

950
946
947
924

99



EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1lc
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1lc
2a
2b
3

TGGTGGTGACTTTTGCACCAACTGGACTGACAACTGAAGTCAAGTCTGTGGAGATGCACC
TGGTGGTTACCTTTGCACCAACTGGACTAACAACTGAAGTTAAGTCTGTGGAGATGCACC

kkkkkkk kk Kkk*k kkhk kkkkhkk kk khkkkhkk kk kk KAkkhkkkhkrkk kk kkxkkkk

ATGAGGCTCTCACAGAGGCTCTTCCAGGTGACAATGTTGGATTTAATGTGAAGAATGTTG
ATGAGGCTCTCACAGAGGCTCTTCCAGGTGACAATGTTGGCTTTAATGTGAAGAATGTTG
ATGAAGCTCTCCAGGAGGCCCTTCCAGGTGACAACGTAGGATTTAATGTGAAGAATGTTG
ATGAAGCTCTCACAGAGGCTCTTCCCGGTGATAATGTTGGATTCAATGTTAAGAATGTTG
ATGAATCTCTTACAGAGGCACATCCTGGTGACAATGTGGGATTCAATGTTAAGAATGTTG
ATGAAACTCTCACTGAGGCCCATCCTGGTGACAATGTGGGATTCAATGTTAAGAATGTTG

* Kk Kk Kk * Kk Kk k kkhkkhkk kK kkk khkkhkkhkk kk kk kk Kk Kkhkkhkkhkk kAhkkhkkAkkhkkkkKhkKk

CAGTCAAGGATCTCAAGCGTGGTTTTGTTGCATCCAACTCCAAGGACGACCCTGCCAAGG
CAGTCAAGGATCTCAAGCGTGGTTTTGTTGCATCCAACTCCAAGGATGACCCTGCCAAGG
CAGTCAAGGATCTCAAGCGTGGTTTTGTTGCCTCAAACTCTAAGGATGATCCTGCCAAGG
CTGTTAAGGATCTCAAGCGTGGTTATGTTGCCTCGAACTCAAAGGATGATCCTGCCAAGG
CTGTTAAGGATTTGAAGCGTGGTTATGTTGCCTCAAACTCAAAGGATGACCCTGCAAAGG
CTGTCAAGGATCTCAAGCGTGGTTTTGTTGCGTCTAACTCTAAGGATGACCCTGCCAAGG

kX kk kkkhkhkkhkk kA KAkhkhkAkhkAkkhkhkkhkk Ahkkhkkhkhkk kk KAkkkhkk kkkhkkk kk kkhkkkk KAKxkk*k

AAGCTGCCAACTTCACATCCCAAGTCATTATCATGAACCATCCTGGCCAGATTGGTAATG
AAGCTGCCAACTTCACATCTCAAGTCATTATCATGAACCACCCTGGCCAGATTGGAAATG
AGGCTGCCAACTTCACATCCCAAGTCATTATAATGAACCATCCTGGCCAAATTGGAAATG
AGGCTGCTAACTTCACTGCCCAGGTTATCATCATGAACCATCCTGGTCAGATTGGAAATG
AGGCTGCTAACTTCACAGCCCAAGTCATCATCATGAACCACCCTGGTCAGATTGGAAATG
AGGCTGCTAACTTCACATCCCAAGTTATCATCATGAACCACCCTGGACAGATTGGAAATG

*x kkkkk KAk kAk Kk kK *k kk kk kK kk Kkkhkkkkkhkkhkk khkkhkhkk Kk Kkkhkkkk KAk k*k

GATACGCACCAGTCCTTGACTGCCACACTTCTCACATTGCTGTGAAGTTTTCTGAAATCT
GATACGCACCGGTGCTTGATTGCCACACTTCTCACATTGCTGTCAAGTTTTCTGAAATCT
GTTATGCTCCTGTGCTTGACTGCCACACTTCTCACATTGCCGTCAAGTTTGCCGAACTTG
GCTATGCCCCTGTTCTTGACTGCCACACTTCCCACATTGCTGTCAAGTTTGCTGAACTCA
GCTATGCCCCTGTCCTCGACTGCCACACTTCTCACATTGCTGTCAAGTTTGCTGAACTCA
GCTATGCACCTGTTCTTGATTGCCACACCTCCCACATTGCCGTCAAGTTTGCTGAACTCT

* kk kk kk kk kk kk krxkkhkkkhkk kk kkkkkkhkkk xk kkkkkkx Kk kkx Kk

TGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGTAAGGAGCTTGAGAAGGAGCCCAAATTTTTGAAGA
TGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGTAAGGAGCTTGAGAAGGAGCCCAAATTTTTGAAGA
TGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGTAAGGAGATTGAGAAGGAGCCCAAATTCTTGAAAA
TGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGCAAAGAGCTTGAGAAGGAACCCAAGTTTTTGAAGA
TGACCAAGATTGACAGGCGATCCGGCAAAGAGCTTGAGAAGGAGCCCAAGTTTTTGAAGA
TGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGTAAGGAACTTGAGAAGGAGCCCAAATTCCTGAAGA

kxkkhkrkhkkhkrhkkhkhkhkhkrkhkrhkkhkrhkhkx **x **x ** khkxkkkhkkhkxk kkhkxkk Kkxk *x Kk Kk K

ATGGTGATGCTGGTATGGTTAAGATGGTTCCAACCAAGCCCAAGGTGGTTGAAACTTTCT
ATGGTGATGCAGGTATGGTTAAGATGATTCCAACCAAGCCCAAGGTGGTTGAAACTTTCT
ATGGAGATGCAGGTTATGTTAAGATGATTCCCACCAAGCCTAAGGTGGTCGAAACTTTCT
ATGGTGATGCTGGTTTTGTTAAGATGATTCCGACCAAACCCAAGGTGGTTGAAACTTTCT
ACGGTGATGCTGGTTTTGTTAAGATGATTCCAACCAAACCCAAGGTTGTTGAAACTTTCT
ATGGTGATGCTGGTTTGGTCAAGATGATTCCCACCAAGCCCAAGGTGGTTGAAACCTTCT

* kk kkhkxkk Kkkx *khk kkkhkkhkk khkkhkk khkkkhkk kkx khkkkhkkhkhkk khkkrk kkkx

CTGAGTATCCTCCCCTTGGTCGTTTTGCTGTGAGGGACATGCGTCAGACCGTAGCTGTTG
CTGAGTATCCTCCCCTTGGTCGTTTTGCTGTGAGGGACATGCGTCAAACTGTGGCTGTCG
CCGAGTATCCTCCTCTTGGTCGTTTTGCCGTGAGGGACATGCGACAAACTGTGGCTGTTG
CTGAGTACCCCCCACTTGGTCGCTTTGCTGTCAGGGATATGCGTCAAACTGTTGCTGTGG
CCGAGTATCCTCCACTTGGTAGGTTTGCTGTTAGGGACATGCGTCAAACTGTTGCTGTGG
CCGAGTATCCTCCACTTGGTCGTTTTGCTGTGAGAGACATGCGTCAAACTGTGGCTGTGG

*k kkkkk kk kk Kkkhkkkhkkk k Kkkkhkkk Kk kk kk khkkkhkk Kkk k) kk Kkkhkkkkx K

GAGTCATCAAGAGTGTTGAGAAGAAAGACCCCACCGGAGCCAAGGTCACAAAGGCTGCCG
GAGTCATCAAGAGTGTTGAGAAGAAAGACCCCACCGGAGCCAAGGTCACTAAGGCCGCTG
GAGTCATCAAGAGTGTGGAGAAGAAGGACCCAACTGGAGCCAAGGTCACTAAGGCTGCAC
GAGTCATCAAGAACGTGGAGAAGAAGGATCCTACTGGAGCCAAGGTCACTAAGGCTGCCC
GAGTCATCAAGAACGTTGAGAAGAAGGATCCTACCGGAGCCAAGGTCACTAAGGCTGCCC
GAGTCATCAAGAGCGTCGAGAAGAAGGACCCTACTGGAGCTAAGGTCACTAAGGCTGCAC

kkkhkkkkkkhkkkk kk KkAhkkkkhkhkkhkk hkk kk kk kkhkkkk KAhkkAkhkkhkAhkhkAkkkkhkkk kK

100

927
905

1010
1006
1007
984
987
965

1070
1066
1067
1044
1047
1025

1130
1126
1127
1104
1107
1085

1190
1186
1187
1164
1167
1145

1250
1246
1247
1224
1227
1205

1310
1306
1307
1284
1287
1265

1370
1366
1367
1344
1347
1325

1430
1426
1427
1404
1407
1385



EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A
EF1A

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
lc
2a
2b

la
1b
1lc
2a
2b

la
1b
1lc
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1c
2a
2b

la
1b
1lc
2a
2b
3

101

CCAAGAAG---AAGTGATTGCATTTTGGCAATTTTGCTAGCACATGT -GATCAT-———— C 1481
CCAAGAAG---AAGTGATTGCATTTGGGCAATTTTGCTAGCACATGT -GATCAT-———— C 1477
AGAAGAAG---AAGTGAATACATTTTTGTGTTTCTTCAAGTACATGE - 1483
AGAAGAAG---AAGTGAAT-CGTGCGGTTTGGTTCATCAGGEGGATGTCGTTTCT——-——- 1454
AGARGAAG---AAGTGAAT-CGTGCGGGCTGGTTCATCAGGGGATGT —— -~ —————-——- 1450
acaAGAAGGCCAAATGAAT - T » » C TCTATTAT-—-——- 1438
* Kk kK Kk Kk *k kkk X * * * *
AAC-GTGGTTTCAAAAAAACTTGTTCCTTTAC-AGTAGTTT---ATCTTTGCAGAGTCTT 1536
ATC-GTGGTTAC-——-——--———— TCCTTTAT-AGTAGTTTT--ATCCTTGCAGAGTCTT 1521
RFTFATAGTTACACACAACAGTGGTTCCTTATTAGTATTTT---ATTTTTTGAGAGTAT- 1539
---TPATGGETACAATAAATGTTGGTTTCTT—————— GCCCTTGTGTCTTCGT---TTCT- 1501
————— TGGTTACAATAAATGTTGGT TTC TGO T - — - TTCT- 1501
--—TATGACTACAATAAATG---GTTTCTTGTTCGTAGTACTTCATTTTTTC---GTGT- 1488
* * K% * * K * * * ok
AGGTG-TTTGTTTTACC--AGTTATATTTTGAAGTGTCCGCC RO CIAGeeE - - 1590
AGGTG-TTTTGTTTA--—--AGTTATATTTTTAAGT TTCTGCCGATTTCAT-GTAGCCG-- 1573
AGGTGCTTTTACTTGTTATAGTTTTACTTTTATGTATCAGCC-ATTTCATTGCAGCCACC 1598
AGGTA-GCTTGTTTTTC--GGACATAGTTTGAAGTCTCCACC-ATCATCTCGCAACTT-- 1555
AGGTA-GCTTGTTTTTC--GGACAAAGTTTGAAGTCTCCACC-ATCATCTCGCAACTG-- 1555
AGGGA- ACTTGTTTATC——AGATTTTGTGTCAGGTTTG- - 522
* kK * * K * * kK k kk X * *x k Kk K
EABE8 T TCARAACTGGGTTCTTGATCGGCGGTAAC-—-ATT-TTCGTTGCTGTTTGT-TT 1645
TAACTTTCAAAACTAGGTTCTTGATCGGCGGTGGTC-AATT-TTCATTGCTGTTTGT-TT 1630
TACCTTTCAAAACTGGGTTCTTGATGGGCGGTGGT—~GACT-TT-—————=— TETAT-TF 1646
TTGTTCCCAGAATTGGGTTCTTGATCGACGGTGGCAAGACTCCTTTTATCATTCTGT--T 1613
TTGTTCCCAGAACTGGGTTCTTGATCGACGGTGGCAAAATTGCTTTTATTTATC T(EINGHN 1615
ITGTTCCCAGAACTGGGTTCTTGATCGACGGTGGCAAGGCTATTTCTTTTTCATTGT——— 1599
Kk Kk kK Kkkhkkkkkkhkkkk Kk KkkhkkKk * * * ok
TTGATGAGTACTGTTTTTTGTTTTGATGGTAAAA-——GTCTGAGAT-TTTCAAATT-CAC 1700
TTGATGAGTACTGTTTTTTGTTTTGATGGTAAGAAGAGTCTGAGATATTTCGAATTTCAC 1690
B--BE- - -—--—---—-—- BE------—-—--—--- BARCTECTTT----TTGCAC 1675
TTAATGTG--TTGTGTTT----—-- GTGAGAACCCCTGATTACATTTTTGTTAA--GCGC 1662
- - BlicGGARCCCCTGATTACATTTTTGTTAA--GCGC 1664
--TATGCT--TTGTTTCT-—--—-- ATTACAA---——--- TGTGTCTCTGT-AA--GAAC 1637
* * * k * * * *
AAGCAGCCATAGGGTTTTAGTCCATTTCCTTTGC TR ORCCOACHOAARE T TG 1760
AAGCAGCTATAGGGTTTTAGTCCATTTCCTTTGCTGCTGA---GGGATGTTTTAAGTT-G 1746
AAGCAGCTACAGGGTTTTAGTT ———————————————————————— o 1697
AGCGAGTTTTAGGGCTTTGC——--—- CGTTGCGTTGTTGG---TTTGCTTTTTAAATG-- 1711
AGCGAGTTTCAGGACTTTGCTG----CGTTGTGTTGCT-~--—- TTGGTTTATTAAATG-- 1713
AATAAGCTGCATAGTACTAG-—--—- TCCTATGCTGCAGG---TTTGGCTTTTGAATT-- 1686
* * * * *
CATTTAATTTATAAGGAAGTTTTGTTAACTGTT-—————————————————————————— 1793
CATTTAATTTATAACGAAGTTTTATAAACTGTTTATGGTTTAAAGGCTATTATTCTTT-— 1804
--TCAACTTTATATT----TGTGTTCAATTTTTGCTTGGTTTGCTTTTAAAAAATCARA 1764
--TCAACTTTCTATT-—--- TGT--—--AGTGTTC-————————————————————————— 1736
--TCAAGTCTATATTG----TGT---—-— TGTT-——-——=——=——————=- ATAAT---- 1712



