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1. INTRODUCAO

As plantas estdo constantemente expostas tanto a estresses bidticos como
a abioticos, e estes podem ocorrer simultaneamente. Dentre os abioticos,
podemos destacar o aumento da temperatura, que € um dos principais estresses
gue afetam a produtividade das culturas (MITTLER et al., 2006; WANG et al.,
2003). De modo similar, a produtividade também € afetada negativamente pelo
excesso de aluminio (Al) (SILVA et al., 2001). Além disso doencas causadas por
fungos estéo entre os principais fatores bidticos que limitam a producéo de gréos
(JULIATTI et al., 2004).

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é a principal leguminosa cultivada no Brasil
e tem a doenca ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) como um dos entraves
para producdo nacional (FAO, 2015), bem como fatores ambientais adversos
(aumento da temperatura e o excesso de Al). Como as plantas ndo conseguem
evitar a exposicdo a fatores bidticos e abiodticos, evolutivamente elas
desenvolveram adaptacdes morfoldgicas, fisiologicas ou moleculares que as
auxiliam a minimizar os danos causados por esses fatores (AL-WHAIBI, 2010).

Foram identificados em plantas genes que sdo expressos em resposta a
estresses, um exemplo sdo as proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins
— HSPs), as quais estdo associadas com respostas ao estresse por fatores
abibticos (SUN et al., 2002). Recentemente essas proteinas também foram
associadas em respostas a infec¢ao por patégenos (PANTHEE et al., 2007). Apés
a percepcdo do estresse ocorrem diversos eventos moleculares na planta, os
quais sédo iniciados pela ativacdo dos HSFs (Heat Shock Factor — HSF) (HSU et
al., 2010), fatores de transcricdo responsaveis por regular a transcricdo das
HSPs. Em soja foram identificados 38 genes da familia HSF (LI et al., 2014), no
entanto, a regulacdo e o perfil transcricional desses genes sob diferentes
condicbes ambientais ndo sao bem conhecidos.

Dessa forma esse trabalho teve por objetivo avaliar a regulacéo e o perfil
transcricional de genes da familia HSF de soja em condicfes de estresses bidtico
e abiotico.

2. METODOLOGIA

Trinta e oito genes da familia HSF em soja (Glycine max) foram
identificados a partir de uma lista previamente reportada por Li et al., (2014).

O perfil de expressao in silico foi obtido a partir do banco de dados de
expressao génica Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/)
(ZIMMERMANN et al. 2008) através de dados obtidos em 3 diferentes
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experimentos. Os dados de expressao utilizados foram provenientes do
experimento 1: plantulas de soja da cultivar PI432612 (contendo gene Rpp3 que
confere resitencia a isolados especificos de Phakopsora pachyrhizi) submetida ao
estresse biotico por P. pachyrhizi HW94-1 (24, 144 e 288 horas pos infeccdo — hpi
— em 20°C); experimento 2: plantulas de soja das cultivares P1416937 (tolerante
ao Al) e Young (suscetivel ao Al) foram submetidas ao estresse por AlI¥* + Mg?*
(pH 4,3; 10uM APR* ; 50uM Mg?* por 72h); e experimento 3: plantulas da cultivar
Williams 82 submetidas a 28°C por tempo necessario para reducdo da
fotossintese em 20 e 30%.

Apenas dados de expressdo com p-value <0,001 foram utilizados nas
analises. Dos 38 genes estudados, apenas 24 apresentavam dados de expressao
no Genevestigator. Os dados foram exportados do e carregados no programa
MeV: MultiExperiment Viewer (TM4 MeV) (SAEED et al., 2003).

A identificacdo de elementos cis na regido promotora de cada gene foi feita
utilizando o] programa PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (LESCOT et al.
2002). Apenas elementos com Matrix score = 5 foram considerados.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando plantas de soja foram submetidas ao estresse por P. pachyrhizi
(Figura 1A) observou-se a inducdo da transcricdo de seis genes HSFs, a qual
ocorreu 144 h apos a infeccdo. Esse comportamento sugere que 0S genes

induzidos estdo associados a resposta da planta frente ao estresse, sendo
considerados alvos de estudos mais aprofundados.
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Figura 1. Perfil transcricional in silico de genes da familia HSF em soja. A —
Espressao génica em plantas submetidas ao estresse por ferrugem. B —
Expressao génica em plantas submetidas ao estresse por Al + Mg. C — Expressao
génica em plantas submetidas ao estresse por calor

Em codicbes de estresse por Al + Mg verificou-se que a maioria dos genes
responde de forma similiar entre a cultivar suscetivel (Young) e tolerante
(P14169370) (Figura 1B). Perfil contrastante foi observado para 0s genes
Glyma01g01990 e Glyma05g20460, que foram induzidos apenas na cultivar
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Young, e o0 gene Glyma01g42640, que foi induzido apenas na cultivar tolerante.
Este resultado indica que os genes Glyma01g01990 e Glyma059g20460 estédo
associados a resposta da planta em condicdo de estresse, como mecanismo de
defesa, e que o0 gene Glyma01g42640 pode estar diretamente relacionado com o
mecanismo de tolerancia ao estresse por Al, tornando-o um potencial candidato
para estudos de transformacgéo genética visando a obtencéo de plantas tolerantes
a Al.

O aumento da temperatura levou a indugcdo da maioria dos genes estudados
(Figura 1C). Este resultado ja era esperado, visto que a familia génica analisada
esta diretamente associada ao estresse por calor.

A regulacdo da transcricdo pode ocorrer através da ligacdo de fatores de
transcricdo em elementos cis da regido promotora dos genes (SAZEGARI et al.,
2015), no entanto, esse mecanismo ainda ndo esta completamente elucidado.
Com base nos resultados obtidos foi possivel observar que, para genes da familia
HSF, ndo ha uma correlagdo entre ndmero de elementos cis com o perfil
transcricional (Figura 2). Assim, sugere-se que o numero de elementos cis
presente na regido promotora de um gene ndo esta associado com o numero de
estresses que esse gene sera responsivo.
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Figura 2. Numero de elementos cis presentes na regido promotora (1kb) de
genes da familia HSF em soja.

Nesse estudo observou-se uma grande diversidade de elementos cis entre
0s promotores analisados, e cada elemento apresenta ocorréncia variada (dados
ndo mostrados). Esse comportamento indica que a regulagdo génica é
dependente do tipo de elemento cis presente em cada promotor.

4. CONCLUSOES

O gene Glyma01g42640 é candidato para estudos de transformacao
genética visando a obtencéo de plantas de soja tolerantes ao Al. Sugere-se que a
regulacdo da transcricdo de genes da familia HSF em soja se da em funcgéo do
tipo de elemento cis presente na regido promotora e ndo pelo niumero desses
elementos.
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