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RESUMO

A morte celular programada (MCP) € um processo vital e geneticamente
controlado durante o desenvolvimento normal de organismos. Identificar genes
gue estao envolvidos nas vias de sinalizagédo que desencadeam a MCP permite
compreender processos importantes durante o desenvolvimento e germinacéo
da semente de soja, que € uma das culturas mais importantes do mundo,
comercializada sob as formas de gréo, farelo e 6leo bruto ou refinado. A
proposta deste trabalho foi analisar a expressao de genes relacionados ao
desencadeamento de MCP durante o desenvolvimento e germinagdo de
sementes de soja. Inicialmente, comparamos os perfis globais de expresséo
dos genes em sementes de soja, durante a embriogénese e maturacao.
Analisamos também a expressdo de genes envolvidos nas vias de estresse
hidrico (dessecacdo e desidratacdo), oxidativo (superéxido dismutase e
catalase), BiP (chaperonas moleculares) e genes marcadores de morte celular
(NRP, VPE e metacaspases). Para tal, utilizamos inicialmente bibliotecas de
RNA-Seq de diferentes estaddios do desenvolvimento e germinacdo de
sementes de soja previamente publicadas. Essa andlise mostrou uma maior
expressdo dos genes no inicio e ao longo da embriogénese do que ao final
deste estadio. Analisamos a expressao dos genes ao longo da maturacao e ao
final da maturacdo, observamos maior expressao de genes RD22 (responsivos
a dessecacdo 22) e alta expressdo de genes responsivos a desidratacéo.
Porém, essa expressao diminuiu com o passar das horas de germinagdo. Com
relacdo ao estresse oxidativo, genes CSD (Superoxido Dismutase
Citoplasmatico) mantiveram expressao significativa durante o desenvolvimento
da semente. A catalase mostrou alta expressdo em sementes quiescentes,
mas essa expressao reduziu-se aos poucos, em eixos embrionérios durante a
germinacdo. Sementes de soja BRS 284 quiescentes tiveram seus tecidos
separados em eixo embrionario, cotilédones e tegumento e testados para a
atividade da catalase. Foi verificada maior atividade da catalase em
tegumentos e eixos embrionarios. Quanto a expressao de genes marcadores
de MCP, foi analisada a expressao de genes metacaspases, VPE e NRP.
Estes dltimos tiveram maior expressao em tegumentos. Os genes VPE

mostraram maior expressao em tegumentos. Um desses genes, além de ter
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maior expressao em tegumentos, mostrou ser mais expresso na embriogénese.
Os genes de metacaspases S840 mais expressos em tegumentos, mas também
foram expressos em algumas etapas da embriogénese, em cotilédones ao final
da maturacdo e em eixos embrionarios em 24 HAE. Sementes de soja, dos
cultivares BRS 284, BR 16 e Embrapa 48, foram testadas imunologicamente
para a presenca de BiP, um atenuador de MCP. No cultivar BRS 284 foram
detectadas algumas isoformas de BiP. Em eixos embrionérios (0, 6, 12 e 24
HAE), uma banda em torno de 78 kDa foi detectada. Outra banda em torno de
40 kDa aparece em 24 HAE, em cotilédones. Nas amostras BR16 (suscetivel a
seca) notamos uma banda de ~78 kDa em todas as amostras de eixo
embrionario nos tempos de 0, 6, 12 e 24 HAE e, apenas no tempo de 24 HAE
aparece outra banda em torno de 35 kDa, perfil similar ao do cultivar BRS284.
No cultivar Embrapa 48 (resistente a seca) o padrdo de BiP encontrado é
diferente dos demais cultivares (BRS 284 e BR 16). Nas amostras Embrapa 48,
foram detectadas uma banda aproximadamente de ~78 kDa e uma banda de
~35 kDa nos tempos 0 e 12 HAE. Os resultados do presente trabalho
contribuiram para melhor compreensdo de genes envolvidos nas vias de

sinalizacao que culminam em MCP.

Palavras-chave: Morte celular programada, expressdo de genes, genes

marcadores de morte, BiP, semente de soja.
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ABSTRACT

Programmed cell death (MCP) is a vital and genetically controlled
process during the normal development of organisms. Identifying genes that are
involved in signaling pathways that trigger a programmed cell death (MCP)
allow processes to generate energy as well as grain form, bran and crude or
refined oil. The aim of this work was to analyze the expression of genes related
to the triggering of MCP during the development and germination of soybean
seeds. Initially, we compared the global gene expression profiles in soybean
seeds during embryogenesis and maturation. We analyzed the expression of
genes involved in water stress (desiccation and dehydration), oxidative stress
(superoxide dismutase and catalase), BiP (molecular chaperones) and cell
death marker genes (NRP, VPE and metacaspases). For this, we initially used
RNA-Seq libraries from different stages of the development and germination of
previously published soybean seeds. We analyzed the expression of the genes
along the maturation and at the end of the maturation, we observed higher
expression of RD22 genes at the end of maturation and genes responsible for
dehydration, but this expression decreased with the passing of the germination
hours. CSD (Cytoplasmic Superoxide Dismutase) genes maintained significant
expression during seed development. Catalase showed high expression in
quiescent seed, but this expression was gradually reduced in embryonic axis
during germination. BRS 284 quiescent soybeans had their tissues separated
into embryonic axis, cotyledons and integument and tested for catalase activity.
Higher catalase activity was observed in teguments and embryonic axes.
Regarding the expression of MCP marker genes was analyzed the expression
of genes metacaspases, VPE and NRP. The latter had greater expression in
teguments. VPE genes showed higher expression in integuments. One of these
genes, besides having greater expression in teguments, has been shown to be
more expressed in embryogenesis. The metacaspases genes are more
expressed in teguments, but were also expressed in some stages of
embryogenesis, in cotyledons at the end of maturation and in embryonic axes in
24 HAI. Soybean seeds, cultivars BRS 284, BR 16 and Embrapa 48, were
immunologically tested for the presence of BiP, an attenuator of MCP. In the

cultivar BRS 284 some BiP isoforms were detected. In embryonic axes (0, 6, 12
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and 24 HAI), a band around 78 kDa was detected. Another band around 40 kDa
appears in 24 HAI, on cotyledons. In samples BR16 (susceptible to drought) we
noticed a band of ~78 kDa in all samples of embryonic axis at the times of 0, 6,
12 and 24 HAI and only in the time of 24 HAI another band appears around 35
kDa, profile similar to that of cultivar BRS284. In the cultivar Embrapa 48
(resistant to drought) the BiP pattern found is different from the other cultivars
(BRS 284 and BR 16). In the Embrapa 48 samples, a band of approximately
~78 kDa and a band of ~35 kDa were detected at 0 and 12 HAI times. The
results of the present work contributed to a better understanding of the genes

involved in the signaling pathways that culminate in MCP.

Keywords: Programmed cell death, gene expression, death marker
genes, BiP, soybean seed.
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1. INTRODUCAO

1.1. Classificacdo botanica, morfologia e origem (Glycine max)

A soja € uma planta pertencente ao filo/divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia
Faboideae (Papilionoideae), género Glycine, espécie Glycine max (L.) Merrill
(SEDIYAMA, 2009).

De acordo com SEDIYAMA (1996), a planta € uma herbacea anual, de
porte ereto, pubescente, de tricomas brancos, pardos, queimados ou tostados
e mostra variagdo na caracteristica morfolégica de acordo com o cultivar; a
altura da planta pode sofrer influéncia do ambiente, e assim variar de 30 a 200
cm. A raiz principal é pivotante e possui ramificagfes distribuidas em quatro
ordens, ricas em noédulos de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico. O
caule é ramificado e se desenvolve a partir do eixo embrionéario. O crescimento
do caule pode ser determinado ou indeterminado. Em cultivares com
crescimento determinado, a gema apical encerra sua atividade vegetativa com
o0 inicio do florescimento. Ja no crescimento indeterminado, a gema terminal
tem sua atividade vegetativa continuada concomitantemente com a fase
reprodutiva da planta (MULLER, 1981; SEDIYAMA, 2009). No primeiro nd,
possui um par de folhas simples inseridas opostamente, acima do no
cotiledonar, de peciolos longos. As demais folhas s&o trifoliadas e as
dimensdes foliares dependem do tipo foliar, posicdo na planta, condi¢cdes de
luminosidade e do cultivar e vigor da planta (MULLER, 1981; SEDIYAMA,
2009, 1996).

A inflorescéncia é um racemo axilar, com peddnculo variando de 2 a 35
cm. As flores variam de coloracdo podendo ser brancas, amarelas ou
violaceas, segundo o cultivar. As vagens séo achatadas, curtas, de 2 a 7 cm de
comprimento, de cor cinzenta, amarelo-palha ou preta e podem chegar a 400
por planta, com numero de grdos variando de 1 a 5 por vagem; porém, na
maioria dos cultivares, possuem de 2 a 3 sementes (FEHR & CAVINESS,
1977; MULLER, 1981; SEDIYAMA, 2009, 1996).

A descricdo dos estadios de desenvolvimento da soja foi proposta por
FEHR e CAVINESS (1977) e € a mais utilizada no mundo. Eles dividem o
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desenvolvimento da planta em estadios vegetativo (V) e reprodutivo (R). Os
estadios vegetativos sdo determinados pela contagem do numero de nds no
tronco principal, sendo denominados VE, VC, V1, V2 e V3. Nos estadios
vegetativos, VE é caracterizada pela emergéncia dos cotilédones e VC quando
0os cotilédones encontram-se completamente abertos e expandidos. Ja os
estadios reprodutivos sdo determinados pela letra R, o qual € acompanhado
pelos numeros de um (1) até oito (8), que descrevem com detalhes o periodo
de florescimento/maturacdo. Os estadios reprodutivos compreendem a fase
Rle R2 (florescimento), R3 e R4 (desenvolvimento da vagem), R5 e R6
(desenvolvimento do gréo) e a fase R7 e R8 (maturacao da planta).

A soja originou-se na costa leste da Asia, principalmente na China, ao
longo do rio Yang-Tsé. A literatura chinesa antiga revela que a soja pode ter
sido cultivada extensivamente na China e Manchdria, sendo provavelmente a
China o centro genético primario, e a Manchuria, o centro secundério ou centro
de diversidade genética (EMBRAPA SOJA, 2000; HYMOWITZ, 1970). Sua
dispersdo geogréfica, entdo, teria ocorrido a partir dessas regides (MULLER,
1981). A partir do século XVIII, a soja foi introduzida no Ocidente e foi em 1739
introduzida experimentalmente na Europa. O primeiro relato do comportamento
da soja nos Estados Unidos foi em 1804, onde foi cultivada como forrageira e,
posteriormente, como produtora de graos (FEDERIZZI, 2005)

No Brasil, a planta foi introduzida em 1882, pelo professor Gustavo
D’Utra, na Escola Agricola da Bahia (SANTOS, 1988), onde cultivou e estudou
gendtipos de origem desconhecida. Esses gendtipos foram levados e
semeados na regido sul, onde tiveram melhor adaptacéo, devido as condi¢cdes
climaticas serem semelhantes aquelas das regifes tradicionais de cultivo
(VERNETTI, 1983). O cultivo comercial da cultura de soja comegou a ter
expresséo econdmica no Rio Grande Sul no inicio da década de 40. Porém sua
grande expansao deu-se nas décadas de 70 e 80, com a criacdo de programas
de melhoramento de soja, 0 que resultou em cultivares adaptados as condi¢des
climaticas brasileiras (EMBRAPA SOJA, 2000). A expansédo da cultura de soja
a regido Centro-Oeste do pais foi realizada a partir de adaptacdes das
condicbes do solo do cerrado e adaptacdes da soja as condigOes tropicais
(EMBRAPA SOJA, 2000).



1.2. A Semente de soja e sua importancia econémica

Em geral as sementes de soja sdo achatadas e elipticas, lisas por
completo e levemente brilhantes, podendo variar a intensidade do brilho em
decorréncia da existéncia de cera na superficie da cuticula. A cor do hilo pode
variar, podendo ser marrom, amarela, marrom-clara e preta, entretanto essa
tonalidade pode sofrer variagbes em virtude das condicdes de cultivo e da
origem genética (MULLER, 1981; SEDIYAMA et al., 1996). O processo
reprodutivo da soja se da principalmente por processo de auto-fertilizacdo e o
primeiro dia (R1) em que a flor estd totalmente aberta € geralmente
considerado o primeiro dia de fertilizacdo (JONES e VODKIN, 2013; RITCHIE
et al., 1996).

O desenvolvimento da semente € iniciado por um evento de dupla
fertilizacdo, na qual se obtém um embrido zigoético, formado pela fusdo do
gameta masculino e o ndcleo da célula ovo, e o endosperma, produto da
fertilizacdo da célula central do gametofito feminino por um segundo gameta
masculino, que constitui a reserva que sera disponibilizada nas fases iniciais do
desenvolvimento da semente. O tecido endospermatico desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento da semente, tanto em termos nutritivos (leva
nutrientes para o embrido em desenvolvimento a partir de tecidos maternos),
quanto em termos do crescimento das sementes (BECRAFT e GUTIERREZ-
MARCOS, 2012; BERGER et al., 2006; COSTA et al., 2004; LI & BERGER,
2012). A semente, uma vez formada, é diferenciada pelos principais
compartimentos: o embrido, o endosperma e o tegumento (LE et al., 2007).

Apos a fertilizacdo, o periodo de desenvolvimento é dividido nas fases
da embriogénese, expansdo celular e maturacdo da semente (Figura 1). Na
embriogénese ocorre a diferenciagdo dos tecidos em embrido e cotilédones.
Em torno de 3 a 5 dias ap6s a floracao (DAF), o embrido passa a ter uma forma
esférica (estagio globular) com endosperma acelular e um sistema vascular
rudimentar que se desenvolve através do tegumento externo, o qual se tornara
o tegumento da semente. Por volta de 8-10 DAF, tém inicio a formacéo dos
cotilédones na fase de coracao (RITCHIE et al., 1996). Ainda na embriogénese,
em 12-14 DAF, os cotilédones comecam a alongar-se pelo aumento do

conteudo de agua e aumento de peso fresco da semente (BEWLEY & BLACK,
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1994; RITCHIE et al., 1996) A fase de expanséo celular ocorre por volta de 17-
19 DAF e nessa fase h& deposicdo de compostos de reserva como proteinas,
carboidratos e lipidios nos cotilédones e em outras estruturas de reserva. Em
22-24 DAF, os cotilédones e o primordio da primeira folha trifoliada comeca a
se desenvolver (RITCHIE et al., 1996). O conteudo de agua chega a niveis
maximos e comeca a decair, e 0 peso seco da semente comecga se elevar. Na
maturagcdo, 0 peso seco aumenta, e a semente entra em quiescéncia; ha um
acentuado processo de desidratacdo e o conteudo de agua chega a niveis
minimos necessarios para a manutencdo do metabolismo basal (BEWLEY &
BLACK, 1994).

GLOB HRT COT EM T
o (/9o 900000000 F
)
ghobuar matwacdo semente /7{\
ek nicial medio tardlo quiescénte  plantula
T T T T T T T
FERTLIZACAO EMAcAo
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e ——_ e LA
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Figura 1: llustracdo dos processos fisiolégicos que ocorrem durante o
desenvolvimento e maturacdo da semente de soja. A figura mostra os estagios
do desenvolvimento da semente de soja, desde a embriogénese até a
quiescéncia e os principais processos morfolégicos e fisioldgicos especificos de
cada fase. (Adaptada de LE et al., 2007).

Ao final do desenvolvimento as sementes possuem em sua organizacao:
cotiliédones, que armazenam compostos de reserva; eixo embrionario,
composto pelos eixos hipocaétilo-radicula e epicdtilo; e tegumento, que protege
0 embridao (BEWLEY & BLACK, 1994; LE et al., 2007).



A germinacao (Figura 2) tem inicio apds o processo de dispersdo da
semente da planta-mae, com a absorcdo de agua pela semente, 0 que permite
a reativagdo das atividades metabdlicas, levando a sintese de proteinas a partir
de mRNA pré-existentes, a liberacdo de solutos para o ambiente externo e
reparo nas estruturas celulares, como DNA e mitocondrias. A absorcédo de
agua para o interior da semente é posteriormente reduzida e ocorre a sintese
de novo de proteinas e também ocorre a sintese de novas mitocondrias. O
alongamento da radicula, mobilizacdo das proteinas de reserva, sintese de
DNA e a producdo de novas células ocorrem na fase conhecida como poés-
germinativa. A delimitacdo entre a fase germinativa per se e a fase pos-
germinativa é convencionada como correspondente ao momento exato da
extrusdo ou emergéncia da radicula (BEWLEY & BLACK, 1994).
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Figura 2: Esquema geral das fases da germinacgéo e pds-germinacdo de uma
semente de eudicotiledéneas. (Adaptada de BEWLEY, 2013).



A semente de soja possui grande quantidade de proteinas e lipidios, e
estes estdo contidos principalmente nos cotilédones. A composicéo quimica da
semente depende basicamente das caracteristicas genéticas e das condicbes
climaticas. Em peso seco, possui aproximadamente 40% de proteinas, 20% de
Oleos, 35% de carboidratos e 5% de minerais (EMBRAPA SOJA, 2000). As
adaptacdes da semente e 0s nutrientes de reserva que a mesma possui sdo
fatores-chave para a obtencgéo da estabilizacdo no ambiente com sucesso, pois
estes deverdo ser disponibilizados para sustento da planta jovem durante os
estadios iniciais do seu crescimento, antes da mesma se tornar um organismo
autotrofico, ou seja, capaz de utilizar a energia da luz (BEWLEY & BLACK,
1994).

A soja € uma cultura de relevante importancia agro econémica para o
Brasil e o mundo, sendo a principal cultura do agronegocio brasileiro
(EMBRAPA SOJA, 2000). Essa leguminosa oleaginosa abrange lugar de
destaque na industria de alimentos, sendo ofertada como fonte de proteina e
O0leo para o consumo humano e como farelo, rico em proteina, para a
alimentacdo animal (KLAHOLD et al., 2006; PAIVA et al., 2006; SA, 2006). E
cultivada em vérios lugares do mundo, devido a facilidade de cultivo. O Brasil é
considerado o segundo maior produtor mundial de grédos de soja, com
producdo, na safra de 2017, de mais de 113,923 milhdes de toneladas, ficando
atrds apenas dos EUA (CONAB, 2017). Essa posicdo ocupada pelo Brasil
deve-se a diversos programas de melhoramento genético que vém sendo
realizados (CAVALCANTE et al., 2010). No Brasil, o Estado que mais produz
soja € o Mato Grosso, em virtude de cultivares geneticamente melhoradas
terem se adaptado com sucesso a regiao, seguido pelo Parana, Rio Grande do
Sul, Goias e Mato Grosso do Sul (CONAB, 2017; EMBRAPA SOJA, 2000).

Numerosas pesquisas sdo destinadas a compreender fatores que
proporcionam o0 aumento da produtividade da soja, sendo desenvolvidos
cultivares mais resistentes, com alto rendimento e adaptados as diversas
condi¢cdes climaticas do Brasil, que podem ser plantados em areas antes
inexploradas, como o cerrado(GERIBELLO PRIOLLI et al., 2004; GUARESCHI
et al., 2008; PELUZIO et al., 2010). O déficit hidrico € um dos fatores que

afetam a produtividade de varias culturas, incluindo a soja. Sendo assim,



analisar e compreender genes que atuam em vias que desencadeiam

mecanismos de tolerancia e defesa em plantas é fundamental para

desenvolverem-se cultivares tolerantes a seca.

1.3. Vias de sinalizac&o indutoras de morte celular programada
em plantas

A resposta fisiolégica das plantas a estresses bidticos e abidticos
envolve a ativacdo de genes que desencadeiam alteragbes em mecanismos

bioquimicos e moleculares, os quais induzem uma série de respostas na planta

gue podem culminar em eventos de morte celular programada (Figura 3).
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Figura 3: Esquema geral das vias envolvidas na ativagcdo de morte
celular programada (Adaptada de SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2000 e FONTES, 20186).



1.3.1. Genes relacionados a dessecacao

Plantas expostas a baixa disponibilidade de &gua adquiriram
mecanismos de desidratacdo lenta, ponto considerado chave para 0 sucesso
da tolerdncia a dessecacdo. Estudos sobre a tolerdncia a dessecacdo de
cianobactérias sub-aéreas da espécie Scytonema geitleri mostraram que
guando as esteiras microbianas secas foram reidratadas, as moléculas de agua
mostram grau de preferéncia por locais de ligacdo especificos em
macromoléculas (TIWARI; TRIPATHI, 1998a, 1998b). A lenta desidratacdo em
musgo aquatico Fontinalis protege as células contra a dessecacdo induzida
pela producédo de espécies reativas a oxigénio e por um burst oxidativo (CRUZ
DE CARVALHO et al., 2012)

Em sementes, quando o teor de agua reduz, ha uma reducdo no
metabolismo e a semente fica no estado quiescente. Sementes quiescentes
resistem a condi¢cdes adversas do ambiente e, quando expostas as condi¢cdes
adequadas, o metabolismo é retomado no processo de germinacdo (BEWLEY
& BLACK, 1994). Para sementes, foi proposto que proteinas e acgucares
sollveis sdo importantes na aquisicdo da tolerancia a dessecacao durante o
desenvolvimento. Proteinas, como as late embryogenesis abundant - LEA, sé@o
normalmente acumuladas durante as fases finais da embriogénese em
resposta a secagem (BLACKMAN et al., 1991), bem como pequenas proteinas
de choque térmico (Heat Shock Protein — smHSPs). Foi observado que a
expressao dessas proteinas durante o desenvolvimento da semente coincidem
com a expressao das LEAs (BEWLEY et al., 2013).

A anidrobiose € uma estratégia que certos organismos apresentam para
sobreviver a desidratacdo extrema. E geralmente observada entre os
organismos que apresentam a capacidade de reviver seu metabolismo na
reidratacdo, mesmo apoés a remocao de toda ou quase toda a agua celular sem
danos. Este mecanismo requer uma série de eventos, coordenados durante a
desidratacdo, que estdo associados a prevencdo do dano oxidativo e a
manutengao das estruturas de macromoléculas e de membranas (HOEKSTRA
et al., 2001). Hormdnios podem atuar como reguladores da anidrobiose e da

MCP, como por exemplo o &cido abscisico (ABA). Eles promovem a tolerancia



a dessecacdo e a0 mesmo tempo regulam negativamente a MCP em células
de aleurona de cevada (BETHKE et al., 1999; GUO & DAVID HO, 2008).

Genes ERD (Early Responsive to Dehydration) sdo ativados
rapidamente durante o estresse hidrico. As proteinas codificadas por esses
genes apresentam grande diversidade estrutural e funcional, como uma classe
de proteinas que atuam interligando vias de respostas ao estresse. A familia
destas proteinas é composta por 16 membros da mesma familia, sendo
classificadas de ERD1 a ERD16. Estudos mostraram que proteinas ERD15 de
diferentes espécies podem atuar como mediadores entre comunicacdes
cruzadas de diferentes vias de respostas. Em soja, ERD15 pode atuar como
conector de diferentes vias de respostas ao estresse que desencadeiam sinais
de morte celular programada (ALVES et al., 2011a; ALVES et al., 2011b).

1.3.2. Genes envolvidos com estresse oxidativo
De acordo com M@LLER (2001), espécies reativas de oxigénio (EROS)

sao produzidas normalmente durante o metabolismo celular, porém quando em
excesso, tornam-se toxicas a célula. EROs séo produzidas também como uma
resposta primaria da planta ao estresse bibdtico e abiotico, gerando danos
oxidativos (ASADA, 2006). Embora esse aumento na producdo de EROs seja
uma ameaca a célula, essas espécies podem também agir como sinalizadores
para a ativacdo de respostas a estresse e vias de defesa do vegetal (MITTLER,
2002). Assim, EROs podem ser consideradas indicadores celulares de estresse
e mensageiros secundarios envolvidos na via de transdugdo de sinais na
resposta ao estresse (MITTLER, 2002).

Para eliminar o excesso de EROs, as células dispbem de varios
mecanismos de detoxificagdo que estdo envolvidos na protecdo celular, como
atuacdo de enzimas antioxidantes e um sistema mais complexo de

detoxificacdo, que impede a acdo nociva das EROs a célula (RESENDE et al.,
2003). Espécies reativas de oxigénio, como o superoéxido (O27), o perédxido de

hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH"), sdo constantemente produzidas
como subprodutos de varias vias metabdlicas, em diferentes compartimentos
celulares (APEL e HIRT, 2004).



A reducdo do Oz produz radicais de vida relativamente curta, 0s
chamados superoxidos (O2), que podem ser produzidos por meio de varios
mecanismos, tais como pela ativacdo da NADPH-oxidase/sintase ligada a
membrana, por peroxidases (POX) da parede celular e lipoxigenases (LOX) e
também como resultado da transferéncia de elétrons na mitocondria ou
cloroplasto (M@LLER, 2001).

O superéxido (O2) é dismutado, pela enzima superoxido dismutase
(SOD), a peroxido de hidrogénio (H202) e agua (H20). O H202 consegue
atravessar a membrana e se distribui a partir do local de sua producéo (VAN
BREUSEGEM et al., 2001), podendo inativar enzimas, como as superoxidos
dismutases (SODs Cu/Zn e Fe) e diversas enzimas do ciclo de Calvin, bem
como provocar danos aos acidos nucléicos e proteinas e realizar a peroxidacao
de lipideos (BOWLER et al., 1994).

O H20:2 produzido por varios estimulos ambientais e de desenvolvimento
pode atuar como uma molécula de sinalizacdo que regula o desenvolvimento
da planta, a adaptacao ao estresse e a morte celular programada (MCP) (APEL
& HIRT, 2004). A MCP induzida por H202 é essencial para diversos processos
de desenvolvimento e respostas ambientais (APEL & HIRT, 2004), incluindo a
morte de células da camada de aleurona (BETHKE & JONES, 2001), a
resposta hipersensivel (HR) causada por patdogenos e as interacfes
alelopaticas planta-planta (APEL & HIRT, 2004; BAIS et al., 2003).

O radical hidroxila (OH") € a ultima e mais reativa espécie a ser formada.
E formado pela reducéo do H202 por ions metalicos (Fe2* e Cu?*), na chamada
reacdo de Fenton. Os radicais hidroxila possuem meia-vida curta, pois sao
radicais potencialmente fortes e com alta afinidade as biomoléculas no sitio de
producdo (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000; HALLIWELL, 2006). O
estresse oxidativo é resultado de falha nas defesas antioxidantes que levam ao
excesso de producdo de EROs. Este excesso leva a uma situagdo em que
ocorrem danos oxidativos graves nas biomoléculas celulares, o que
compromete a viabilidade das células (GECHEV & HILLE, 2005).

O controle de EROs em plantas é realizado por enzimas antioxidantes
que estdo presentes em diferentes compartimentos celulares. Dentre as

enzimas antioxidantes, destacam-se a superoxido dismutase (SOD), ascorbato
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peroxidase (APX), peroxidases (PX), glutationa redutase (GR), catalase (CAT)
e polifenoloxidase (PPO). Entre os principais metabdlitos antioxidantes,
encontram-se o acido ascorbico (AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol e os
carotenoides. Todos ocorrem em cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
(DINAKAR et al., 2012; MITTLER, 2002).

A calatase é uma enzima antioxidante de suma importancia para a
regulacdo da homeostase do H202, visto que pode funcionar como um
dissipador celular do H202 em H20 e O2. Estudos mostraram que a deficiéncia
de catalase conduz a aumento dos niveis de H202 e desencadeia MCP
(GECHEV et al., 2004; VANDENABEELE et al., 2004).

Trabalhos realizados em tabaco deficiente de catalase mostraram que o
H202 proveniente da elevada fotorrespiragdo € capaz de desencadear
respostas de defesa locais e sistémica e ativar morte celular programada
(CHAMNONGPOL et al., 1998; DAT et al., 2003). Em mutante de cevada com
deficiéncia em catalase foi demonstrada a capacidade do H202 proveniente da
fotorrespiracdo gerar perturbacdes no estado redox antioxidante, em folhas
(NOCTOR et al.,, 2002). Em Arabidopsis thaliana, existe uma familia de
multigenes de catalase, que sao At1g20630 (CAT1), At4g35090 (CAT2) e
At1g20620 (CAT3) (FRUGOLI et al., 1996). Todos os trés genes sao altamente
expressos em inflorescéncias, mas apenas os genes CAT2 e CAT3 sao
altamente expressos nas folhas. Foram descritas seis diferentes isoformas
enzimaticas de catalase em Arabidopsis. VANDENABEELE et al. (2004)
relataram, nesta espécie, que a deficiéncia de catalase afeta drasticamente a

expressao génica induzida por alta incidéncia de luz.

1.3.3. Genes envolvidos com morte celular programada

A morte celular programada (MCP) é um processo fisiolégico
geneticamente controlado, envolvendo a morte seletiva de células individuais,
tecidos e oOrgdos inteiros. A apoptose é um tipo de MCP em que ha
fragmentacdo do DNA nuclear, formacdo dos corpos apoptéticos e sua
degradacdo no lisossoma de uma célula fagocitica (LIMA et al., 2012;
SCHWEICHEL & MERKER, 1973). A MCP em plantas, ndo pode ser
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denominada apoptose, visto que em plantas ndo se observa a formacao de
corpos apoptéticos, pois plantas ndo apresentam células fagociticas
especializadas (LAM, 2004; VAN DOORN, 2011). A MCP em plantas é
caracterizada como um suicidio geneticamente controlado, fundamental
durante o crescimento e desenvolvimento normal do organismo, sendo ativada
em respostas a estimulos bioticos e abidticos (GREENBERG, 2004; ROCHA
et al., 2017; HARRAK et al., 2001).

A MCP difere da necrose, pois ocorre de forma passiva em resposta a
perturbacdes ambientais (PENNELL & LAMB, 1997). A necrose é classificada
como um tipo de morte celular ndo regulada, ocasionada por um estresse mais
intenso, em que ha inchagco protoplasmatico, pois ocorre a perda da
capacidade de controlar a osmolaridade e migracdo de agua e ions para a
célula (ROCHA et al., 2017; LENNON et al., 1991).

Embora a MCP desempenhe processo regulador, atua também como
um dos mecanismos de sobrevivéncia da planta durante estresses biéticos e
abidticos, tais como doencas, estresses hidrico, salino e térmico (TUZHIKOV et
al., 2008). Geralmente, a MCP direciona a morte de células indesejadas ou
doentes, controlando assim o nimero de células em um dado tecido, o que
mantém a homeostase.

Além disso, MCP também é observada durante certos processos de
desenvolvimento, como em células que sdo excessivamente produzidas por
orgdos ou tecidos que apresentam funcbes transitérias durante o
desenvolvimento da planta, contribuindo para o correto desenvolvimento do
organismo. WAN et al. (2002) descobriram que o integumento interno da
semente de Brassica napus sofre desenvolvimento organizado e em seguida
MCP. Também foi observada a ocorréncia de MCP no processo de
diferenciacdo dos feixes vasculares (BONKE et al., 2003; KOZELA e REGAN,
2003) e em raizes primarias das Cactaceae Stenocereus gummosus e
Pachcereus pringlei (SHISHKOVA e DUROVSKY, 2005). LIMA et al. (2015)
mostraram a ocorréncia de MCP durante o desenvolvimento do tegumento de
sementes de Vigna unguiculata, resultando em modificacées celulares severas
e na sua completa desidratacdo ao final do desenvolvimento e na eliminagéo

da células do tegumento quando h& reidratagcdo durante a germinacdo. Foi

12



também observado MCP em cotilédones de feijdo mungo (Vigna radiata)
durante a germinacdo, onde a morte das células do parénquima de
armazenamento dos cotilédones foi precedida pela mobilizacdo e vacuolizagédo
da reserva (EGOROVA et al., 2010).

Como ja mencionado anteriormente, a MCP pode ser desencadeada em
resposta a estresses abidticos e bidticos. DANON et al. (2004) observaram que
Arabidopsis thaliana, quando exposta a luz UVC, sofre MCP. Foi observado
também que estimulo por choque térmico induziu MCP em plantulas de feijao
mungo (EGOROVA et al.,, 2011), Quando ha ataque por patdégenos, ocorre
HR, que ativa a MCP como alternativa para controlar a proliferacdo de agentes
patogénicos (CHICHKOVA et al., 2004; DEL POZO & LAM, 1998; HATSUGAI
et al., 2004; MCLELLAN et al., 2009).

VAN DOORN (2011) relata que podem ser observadas duas principais
classes de MCP em plantas. A primeira classificada como autolitica e a
segunda, como nado autolitica. A morte celular programada autolitica ocorre
durante o desenvolvimento normal da planta, no qual ha liberacdo de
hidrolases do vacuolo que, em seguida, entra em colapso, resultando em uma
rapida degradacdo do citoplasma e ruptura do tonoplasto. A morte celular
programada ndo autolitica ocorre por interacdo planta/patégenos, em respostas
hipersensiveis (HR).

BALK e LEAVER (2001) sugerem que a mitocondria desempenha um
papel chave em MCP em plantas. Sdo observadas mudancas fisiologicas e
estruturais na mitocondria durante o processo de morte celular programada,
podendo variar de acordo com o tipo celular em estudo. Dentre as mudancas
fisiol6gicas, incluem-se alterac6es no potencial de membrana, acumulacdo de
espécies reativas de oxigénio e diminuicdo da producdo de ATP; dentre as
mudancgas estruturais, incluem-se inchaco e desorganizacdo das cristas
mitocondriais, descontinuidades na membrana externa, inchagos na matriz
mitocondrial e perda de densidade eletrénica (THOMAS & FRANKLIN-TONG,
2004).
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1.4.3.1. Binding Proteins (BiP)

A proteina de ligacdo referida como BIiP esta envolvida na regulacéo de
resposta ao estresse no reticulo endoplasmatico (RE). BiP também é
conhecida como Grp78, uma proteina de 78 kDa pertencente a familia das
chaperonas Hsp70 (HAAS & MEO, 1988), e € uma das mais bem
caracterizadas chaperonas moleculares, que auxilia e monitora processos de
enovelamento de proteinas no RE. Atua distinguindo proteinas enoveladas
corretamente das enoveladas incorretamente. Para que somente proteinas
montadas e enoveladas corretamente sigam para o destino final na via
secretoria é utilizado o mecanismo de regulacdo mediado por BiP (ODA et al.,
2003).

REIS et al. (2016) observaram que a superexpressado de BiP em soja
atenuou o estresse no RE e estresse osmotico, amenizando a morte celular
mediada pelo RE. Esse resultado foi confirmado pela diminuicdo da
porcentagem de células mortas e pelas reducdes da inducdo do gene marcador
associado a senescéncia e da fragmentacdo do DNA. Foi observado também
qgue houve um atraso na inducéao dos genes N-RICH PROTEIN-A (NRP-A), N-
RICH PROTEIN-B (NRP-B) e GmNACG6, que sdao marcadores de morte celular
e estdo envolvidos na transducdo de sinal de morte celular gerado pelo
estresse no RE e estresse osmatico, através da via de sinalizacdo mediada por
NRP. Esses resultados indicam que BiP atua como um regulador negativo da
resposta de morte celular induzida por NRP (REIS et al., 2016).

O genoma de soja, assim como o de milho, Arabidopsis e tabaco, possui
varios paralogos do gene BiP (DENECKE et al., 1991; KALINSKI et al., 1995;
SUNG et al., 2001; WROBEL et al., 1997).

Em plantas, BiP tem exibido uma expressédo tecido-especifica, sendo
também regulada por eventos de desenvolvimento (BOSTON et al., 1996;
PEDRAZZINI & VITALE, 1996). Desempenha papel modulador na via de
resposta a proteinas mal enoveladas (UPR — “unfolded protein response”), e
sob condi¢cbes normais atua como um regulador negativo dos transdutores do
estresse do RE. A via UPR pode ser ativada por estresses no RE. E uma via de
transducéo de sinal que permite a comunicagéo entre o RE e o ndcleo, a qual

ativa a expressdo de diversos genes-alvos envolvidos na manutencdo da
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homeostase celular, através de processos de translocacdo, glicosilacao,
degradacdo e transporte protéico (KIMATA et al., 2003).

Trabalhos envolvendo superexpressédo de BIiP em tabaco e soja
mostram que BiP atenua a ativacdo da via UPR (COSTA et al.,, 2008;
LEBORGNE-CASTEL et al., 1999). UPR pode ser ativada por uma variedade
de estresses bidticos e abidticos que causam a acumulagdo de proteinas
desenoveladas no limen do RE (URADE, 2009). Além de aliviar o estresse do
RE, a superexpressdo de BiP em plantas também demonstrou aumentar sua
tolerancia aos déficits hidricos (ALVIM et al., 2001; CASCARDO et al., 2000;
VALENTE et al., 2009).

1.4.3.2. Proteinas ricas em Asparagina (NRP)

NRP sao proteinas com 368 aminoacidos e ricas em asparagina. Sao
assim designadas, visto que sao compostas por dois dominios, sendo o
dominio N-terminal extremamente rico no aminoacido asparagina, em torno de
25% (LUDWIG e TENHAKEN, 2001), e o dominio C-terminal, nomeado DCD,
por seu envolvimento no desenvolvimento e morte celular em plantas
(TENHAKEN et al., 2005). Essas proteinas sdo consideradas marcadores de
morte celular, uma vez que séo fortemente induzidas durante HR (LUDWIG e
TENHAKEN, 2001). NRP tem a expressdo aumentada quando plantas séo
tratadas com indutores de estresse no RE e osmético. As NRPs possuem um
papel fundamental, pois sdo capazes de ativar a MCP, sendo induzidas em
ambos tipos de estresse (COSTA et al., 2008). No genoma de soja ha trés
genes codificadores de NRP, denominadas NRP-A, NRP-B e NRP-C.

Trabalhos tém demonstrado que quando a planta € exposta a ambos
estresses, osmatico e do RE, por periodo prolongado, a expressédo dos genes
NRP-A e NRP-B aumenta sinergicamente e desencadeia morte celular
programada (COSTA et al., 2008; IRSIGLER et al., 2007). Ao serem ativados,
0os NRPs traduzem um sinal de MCP, induzindo proteinas da familia NAC
(“nitrogen assimilation control”), tais como a GmMNAC30 e GmNAC81 em soja
(MENDES et al., 2013).
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NAC séo proteinas que fazem parte de uma grande familia de fatores de
transcricdo (TF) especificos de plantas. Sdo altamente conservadas em seu N-
terminal, que se liga especificamente ao DNA (COSTA et al., 2008; MENDES
et al.,, 2013). Ja a regido do C-terminal possui sequéncias e comprimento
divergentes e funcionam como ativadores ou repressores de transcricao
(FUJITA, 2004; TRAN, 2004).

NAC tem demonstrado ter papel fundamental na regulacdo da
senescéncia foliar, no desenvolvimento e na MCP. Em diferentes espécies, foi
visto que varios genes NAC desempenham papel fundamental e séo altamente
expressos durante a senescéncia foliar (TRAN, 2004).

PINHEIRO et al. (2009) mostraram que, em soja, pelo menos trés genes
NAC estdo associados a senescéncia. Em soja, foram descritas seis proteinas
NAC, sendo classificadas de GmNAC1 a GmNACG6. As proteinas GmNAC2,
GmNAC3 e GmNAC4 sao fortemente induzidas por estresse osmético e
GmMNAC3 e GmNAC4 também foram induzidas por ABA, &cido jasmomico (JA)
e salinidade, mas diferiram em sua resposta ao frio. A expressao transitéria de
GmNAC1, GmNACS5 e GmNACG6 em folhas de tabaco resultou em morte celular

e em maior expressao de marcadores de senescéncia.

1.4.3.3. Enzimas de Processamento Vacuolar (VPES)

VPEs sédo enzimas de processamento vacuolar, sendo proteinases
cisteinicas, localizada em vacuolos. Primeiramente foi identificada como
responsavel pela maturacdo e ativacdo de proteinas de armazenamento de
sementes durante a maturacdo em abdbora e foi nomeada ap6s seu papel no
processamento proteolitico de varias proteinas vacuolares (HARA-NISHIMURA
et al., 1991; HARA-NISHIMURA & NISHIMURA, 1987). E considerada ort6loga
da caspase animal, pois essa proteinase possui atividade do tipo caspase 1
(HATSUGAI et al., 2004; HATSUGAI et al., 2015).

As VPE foram caracterizadas em Arabidopsis, e esta proteinase é
expressa em sementes e em oOrgaos vegetativos (HARA-NISHIMURA et al.,
1998; YAMADA et al.,, 2005). VPEs classificadas como aVPE e yVPE sao

expressas principalmente em 6rgados vegetativos (KINOSHITA et al.,, 1995),
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BVPE em embrides (KINOSHITA et al, 1995b), e 8VPE especificamente e
transitoriamente nas duas camadas celulares do revestimento da semente em
um estagio inicial do desenvolvimento (NAKAUNE et al., 2005).

A OVPE exibiu propriedades enzimaticas semelhantes a da caspase 1,
gue € uma protease cisteinica que medeia a via de apoptose em animais. Foi
mostrado durante o estdgio inicial do desenvolvimento da semente de
Arabidopsis, que a OVPE é expressa especificamente em duas camadas
celulares internas do tegumento da semente, tecido este que sofre MCP nos
estagios iniciais para reduzir sua espessura (NAKAUNE et al., 2005).

Sete homoélogos de VPE foram identificados em cevada (Hordeum
vulgare), sendo classificados de HvVPEl a HvVPE7. Alguns podem estar
envolvidos com MCP durante o desenvolvimento de tecidos maternos de
sementes, incluindo o nucleo e o pericarpo (JULIAN et al., 2013; LINNESTAD
et al., 1998; RADCHUK et al., 2010).

RADCHUK et al. (2010) sugeriram que HvVPE4 esta envolvida na MCP
do pericarpo, visto que é expressa exclusivamente no pericarpo deteriorado e
estd associada a degradacdo do DNA apoptético. HvVPE2a pode
desempenhar um papel no processamento e ou renovagdo das proteinas da
parede celular, visto que estdo localizadas em paredes celulares que
degeneram no desenvolvimento de grdos de cereais (DOMINGUEZ et al.,
2001; LINNESTAD et al.,, 1998). O envolvimento de HvWPE2a com MCP
nuclear € apoiado pela atividade aumentada de caspase-1-like no nucleo e
projecédo nucelar durante o desenvolvimento de tecidos maternos de sementes
em cevada (TRAN et al., 2014).

Contrariamente a BiP, VPE induz MCP por estresse do RE. Quando o
estresse no RE é prolongado, supera os mecanismos de protecdo celular,
como por exemplo o promovido pela BiP, e ha a ativagdo de mecanismos que
resultam em MCP. QIANG et al. (2012) observaram, através de analise
citologica de interagbes mutualisticas entre Arabidopsis e o fungo
Piriformospora indica, que o estresse do RE e a inducdo de MCP é regulada
pela atividade de VPE e caspase 1-like. Os fungos mutualistas interagem com
raizes, e P. indica atua perturbando a via UPR, o que ocasiona a MCP em

raizes. Uma andlise estrutural mostrou que a colonizagdo por P. indica foi
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associada ao inchaco do RE, seguido pela ruptura do tonoplasto. Para
confirmar a participacdo da VPE na ruptura do tonoplasto e MCP, foram
construidos mutantes VPE-null, e, sob condicdo de estresse do RE, nao foi
detectada a ruptura do tonoplasto e nem MCP. Estes resultados indicaram que
MCP induzida por estresse do RE é mediada pela ruptura do vacuolo depende
de VPE. MENDES et al. (2013) observaram, em protoplastos de soja, que dois
fatores de transcricdo GmNAC30 e GmNACS81, indutores de MCP, quando
expostos aos estresses, osmotico e do RE, sdo capazes de interagir um com o
outro de forma sinérgica, ativando MCP através da inducdo do aumento da

expressao de VPE.

1.4.3.4. Metacaspases

Em animais, a fragmentacdo do DNA, a condensacdo da cromatina
durante a MCP ¢é realizada por uma familia de proteases conhecidas como
caspases (EARNSHAW et al., 2006; EARNSHAW, 1995). As plantas né&o
possuem caspases, mas possuem proteinas relacionadas chamadas
metacaspases. Metacaspases sao proteinas presentes em plantas, fungos e
protozoarios, possuem dominio catalitico formado pela diade histidina e
cisteina, apresentando estrutura semelhante as caspases animais, ausentes
em plantas. As metacaspases nao possuem a especificidade de clivagem apés
acido aspartico, como tém as caspases, mas clivam seus substratos apos
residuos de arginina e lisina (BOZHKOV et al., 2005).

As metacaspases séo divididas em dois grupos: Metacaspases do tipo |
e do tipo Il. O que difere um grupo do outro é que metacaspases do tipo |
exibem um prodominio N-terminal com motifs repetitivos ricos em prolina,
podem conter também um motif do tipo “Zinc finger”, semelhante ao de HRda
planta/proteina de morte celular Isd-1. J& as metacaspases do tipo Il ndo
apresentam esse prodominio, mas apresentam uma extensdo C-terminal de
200 aminoacidos (LAMKANFI et al., 2002). Um trabalho recente, propds um
terceiro grupo de metacaspases, classificado como metacaspase tipo lll. Estas
foram encontradas em fitoplanctons e ndo foram agrupadas nos outros dois

grupos de metacaspase. Possivelmente, isso acontece devido a um rearranjo

18



do dominio p10 em metacaspase do tipo Ill, em que o motif SGCXDXQTSADV
esta localizado no N-terminal ao invés de no C-terminal, como observado para
metacaspase em plantas.

SUAREZ et al. (2004), demonstraram que durante a embriogénese de
Picea abies, a metacaspase McllPa é transportado do citosol para o nucleo,
onde esta relacionado com a deteccdo da fragmentacdo do DNA. Mutantes
para McllPa, inibiu MCP em células de suspensores. McllPa esta diretamente
envolvida na via de degradacé&o nuclear, ou seja, na fragmentacdo do DNA, um
evento presente na maioria dos programas de MCP em eucariotos.

As metacaspases estao envolvidas na via que resultam em MCP, visto
que a alta ou baixa expressdo de metacaspases afeta o nivel de MCP em
células de levedura (MADEO et al., 2002; WATANABE & LAM, 2005) e em
embrides de plantas na embriogénese (BOZHKOV et al.,, 2005). O papel

funcional das metacaspases nas vias MCP ainda é desconhecido.
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2. JUSTIFICATIVA

A soja € originaria do continente asiatico e uma das culturas de
sementes de leguminosas mais cultivadas no mundo, devido a sua importancia
agroecondmica. A semente de soja possui em sua composi¢ao cerca 40% de
proteinas, possuindo alto valor nutricional e relevancia industrial. O Brasil
ocupa a segunda posicdo no ranking de produtores mundiais de soja, ficando
atrads apenas dos Estados Unidos.

Segundo o levantamento da safra brasileira de grédos 2016/17, divulgado
pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as colheitas no Brasil
alcancaram a producéo de 113.923 milhfes de toneladas em 33.890 milhdes
de hectares cultivados, devido a condi¢des climaticas altamente favoraveis que
contribuiram para que essa safra alcancasse recorde histérico. Porém, a
estimativa para a safra de graos devera ser menor em 2017/2018 com reducéao
de 8,9% na producdo, devido a expectativa de condi¢cdes climéticas
desfavoraveis.

As sementes, durante o desenvolvimento, passam pela fase em que ha
deposicdo de reserva e um aumento na massa seca. Em soja, as fases de
desenvolvimento foram divididas em estadio vegetativo e reprodutivo. O
estagio reprodutivo R7 marca o ponto de maturidade fisiolégica, que €
caracterizado pelo maximo acumulo de matéria seca na semente e por teores
de &gua variando de 50% a 60%. Na transicdo do estadio R7 ao R8, os
mecanismos do metabolismo de tolerancia a dessecac¢éo sao intensificados e a
semente passa a tolerar a secagem. Se 0s mecanismos de tolerancia a
dessecacdo ndo garantirem a protecdo de 100% das células acometidas pelo
evento da desidratacdo, entram em cena 0os mecanismos de morte celular
programada (MCP) para eliminagdo seletiva de células-alvo danificadas. A
MCP é um processo finamente regulado de eliminacéo seletiva de células-alvo
durante eventos naturais do desenvolvimento vegetal, bem como de células
sujeitas as perturbacdes por estresses bidticos ou abioticos, como exemplo, a
condicdo de dessecacdo enfrentada pelos tecidos de sementes nos estadios
acima mencionados.

Outro mecanismo adaptativo que também é observado em plantas é a

anidrobiose. Durante o metabolismo celular normal da semente ocorre a
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e estas, quando em excesso,
tornam-se téxicas a célula, comprometendo sua viabilidade, o que
eventualmente pode levar a morte celular programada. Alguns trabalhos
relatam que proteinas BiP atenuam a propagacdo do sinal de morte celular
induzida por estresse no RE, enquanto VPEs, NRPs e metacaspases induzem
a MCP.

Considerando que o conhecimento sobre a expressao génica e suas
implicacdes para os estadios de desenvolvimento e germinacdo da soja ainda
Sao escassos, este estudo tem como objetivo analisar a expressao de genes
envolvidos em vias que desencadeiam morte celular programada utilizando
bibliotecas de RNA-Seq publicadas em diferentes estagios do desenvolvimento
e germinacdo da semente de soja. A técnica de RNA-Seq visa resolver
complexidades dos transcriptomas, inacessiveis por outras técnicas, como
expressdo alelo-especifica e novas isoformas (WANG et al., 2008). E uma
abordagem recente que utiliza o sequenciamento de elevada cobertura dos
MRNAs ou cDNAs com o objetivo de compreender o perfil do transcriptoma de
uma espécie (LISTER et al.,, 2009). Compreender o transcriptoma de uma
espécie tem auxiliado na interpretacao dos elementos funcionais do genoma e

revelado os constituintes moleculares de células e tecidos.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral
Andlise da expressdao de genes envolvidos com estresse hidrico,
oxidativo e relacionados a morte celular programada durante o

desenvolvimento e germinagédo das sementes de soja.

3.2.0bjetivos Especificos

A. Analisar os niveis globais de transcricdo dos genes em diferentes estagios
do desenvolvimento e germinacdo da semente de soja utilizando bibliotecas de
RNA-seq.

B. Avaliar a expressdo de genes relacionados a dessecacdo, estresse
oxidativo e os envolvidos com morte celular programada nos transcriptomas de
sementes de soja.

C. Selecionar genes-chave expressos em diversos estagios do
desenvolvimento e germinagdo da semente de soja.

D. Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes em sementes quiescentes de
soja.

E. Avaliar a presenca de proteinas BiP em eixo embrionéario e cotilédones de
sementes quiescentes e germinantes de soja.

F. Comparar a acumulacdo de proteinas BiP em eixo embrionario de

sementes de soja de cultivares resistente e susceptivel ao estresse hidrico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéao das bibliotecas de transcriptomas de sementes de soja

Os arquivos das bibliotecas de RNA-Seq de sementes de soja em
diversas etapas do desenvolvimento foram obtidos no banco de dados do
SRA/NCBI, com numero de série acesso GSE42871. Utilizamos também a
biblioteca de RNA-Seq de eixo embrionario de sementes de soja durante a
germinacao (BELLIENY-RABELO et al., 2016) e a biblioteca de RNA-Seq de
tegumento normal e defeituoso do trabalho de KOUR et al. (2014).

As bibliotecas obtidas s&o de diferentes estadios do desenvolvimento da
semente de soja, sendo estas: 4, 12-14, 22-24 DAF (dias ap0s a fertilizacao),
5-6 mg, 100-200 mg WS (“Whole seed” - Semente inteira), 100-200 mg, 400-
500 mg COT (Cotilédones), eixo embrionario de sementes de soja quiescentes
(0 HAE - Horas Apds a Embebicéo) e durante a germinacgéo (6, 12 e 24 HAE),
tegumento nas fases 50-100 mg, 100-200 mg and 400-500 mg em sementes
normais e mutantes (defeituosa) de cultivares Clark e Harosoy.

As bibliotecas obtidas foram alinhadas contra o genoma de soja
disponivel no banco de dados do Phytozome 11 e foi realizada a
caracterizacdo da expressdo dos genes relacionados a dessecacdo, estresse
oxidativo e os envolvidos com morte celular programada através do valor de
FPKM (BELLIENY-RABELO et al., 2016; JONES; VODKIN, 2013).

4.2. Analise da expressdao global através do Mapman

Realizamos uma andlise da expressdo global dos genes mapeados no
genoma de soja Gmax_109 e, para isso, usamos 0 software de visualizagcio
MapMan (THIMM et al., 2004), programa que permite a visualizagdo das vias
em que os genes podem estar envolvidos.

Utilizamos como mapeamento de referéncia Gmax_109 e os genes
expressos. Os valores de RPKM transformados para log2 (fold change) foram
importados para 0 MapMan, para visualizar as mudancas na expressao de
genes relacionados a estresses bidticos e abidticos. Log2 Fold change (Log2

FC) foi usado para criar um conjunto de dados de expresséo de genes em duas
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condicdes de interesse. O fold change foi calculado dividindo o RPKM de cada
gene expresso em duas condi¢coes de desenvolvimento da semente de soja. A
separacdo dos genes de soja neste software € realizada por vias, sendo
identificadas com Bin codes.

4.3. Diagrama de Venn
O diagrama de Venn foi gerado, utilizando a ferramenta online

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Foram utilizados dados de

expressao das bibliotecas de 5-6mgCOT e 5-6mgSC de genes expressos em
cotilédones e tegumento com valores de RPKM transformados para log2 (fold

change).

4.4, Heatmap

Para a construcdo do HeatMap, foram usados valores de RPKM dos
genes NRP, VPE e metacaspase transformados para log2 (fold change)
normalizados com Z-score, usando a ferramenta on-line

(http://www.heatmapper.ca/expression/).

4.5. Material vegetal

Foram utilizadas as sementes quiescentes de soja BRS 284, que tiveram
seus tecidos separados manualmente em eixo embrionario, cotilédones e
tegumento e, posteriormente macerados sob nitrogénio liquido.

As sementes de soja (cultivares BRS 284, BR16 e Embrapa 48) foram
semeadas em placas de Petri (14 cm de diametro) contendo 2 g de algodao
embebido com &agua destilada estéril (30 mL). As placas de Petri foram
colocadas em uma incubadora BOD com fotoperiodo de 12/12 h, temperatura
controlada a 28°C e 60 % de umidade relativa. Além das sementes quiescentes
(0 HAE), as sementes embebidas foram coletadas em 3, 6, 12 e 24 HAE. O

procedimento de germinacédo foi similar ao realizado para a construcao do
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transcriptoma de eixo embrionario durante a germinacdo, descrito por
BELLIENY-RABELO et al. (2016).

4.6. Dosagem de proteinas
A dosagem de proteinas foi realizada seguindo as especificacdes do
aparelno NANODROP 2000 Thermo Scientific.

4.7. Ensaio Enzimatico

As proteinas totais solUveis das amostras (eixo embrionario, cotilédones
e tegumento) da semente de soja BRS284 quiescente foram extraidas usando
tampao Tris/HCI 0,5 M pH 8,0, numa razdo de 3 mg de farinha de eixo
embrionério, cotilédones e tegumento, separadamente para 30 pl de tampéao.
As suspensodes foram agitadas por 2 h a 4°C, centrifugadas a 10.000 x g por 30
min a 4°C. Os sedimentos obtidos foram descartados e foram utilizados 5 pl
dos sobrenadantes das amostras misturados em 720 pl de tampéao Tris/HCI
0,5M pH 7,4 e 25 ul de peréxido de hidrogénio (H202). As solucdes derivadas
foram colocadas em cubeta de quartzo para leitura da absorbancia a 240 nm,
usando-se, como branco, agua destilada. O tempo de reacdo para a leitura da
absorbancia, relativa a atividade de catalase nas amostras, foi de 5 min. A
atividade da catalase foi determinada de acordo com Aebi (1983), com

modificacdes.

4.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting

As proteinas totais sollveis de eixo embrionario e cotilédones de
sementes de soja BRS284 quiescentes (0 HAE - Horas Apo0s a Embebicao) e
durante a germinacao (6, 12 e 24 HAE) foram visualizadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12%, contendo SDS, segundo metodologia descrita por
LAEMMLI (1970), com modificagcbes. A eletroforese foi realizada utilizando um
gel de empacotamento formado por SDS 0,1 %; acrilamida 5 %; bis-acrilamida
0,25 %; Tris-HCI 0,75 M, pH 6,8; TEMED 0,04 % e persulfato de aménio 0,08
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% e um gel de separacédo contendo SDS 0,1 %; acrilamida 12 %; bis-acrilamida
0,06 %; Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8; TEMED 0,02 % e persulfato de aménio 0,5
%.

Para comprovar a presenca de proteinas imunorrelacionadas a BiP nas
amostras de eixo embrionario de semente de soja (0, 6, 12 e 24 HAE), as
proteinas foram visualizadas em um gel de poliacrilamida 12% contendo SDS
(nas mesmas condi¢cdes descritas acima) e posteriormente submetidas a
Western Blotting, seguindo a metodologia de (TOWBIN; STAEHELIN &
GORDON, 1979).

Todos os tecidos foram congelados por dois dias e liofilizados por trés
dias. Apés a liofilizagdo, os eixos embriondrios foram cuidadosamente
separados dos cotilédones e do tegumento. Os eixos embrionarios e
cotilédones foram separadamente macerados em nitrogénio liquido, os
tegumentos separados foram armazenados a -70°C.

Para a extracdo das proteinas totais das amostras, um extrato proteico
de eixo embrionario de sementes dos cultivares de soja BRS 284, BR16 e
Embrapa 48 (0, 3, 6, 12 e 24 HAE) e cotilédones apenas da BRS 284, foram
preparados com 5 mg de farinha em 250 ul de tampé&o PBS (fosfato de sédio
0,1 M; NaCl 0,5 M, pH 7,2), agitado por 1 h a 4°C, centrifugado a 10000 x g por
10 min a 4°C. O sedimento foi descartado e 15 ul do sobrenadante foram
misturados 5 pl de tampédo de amostra (Tris-HCI 0,5 M, glicerol 10 %, SDS
10%, azul de bromofenol 1 %, pH 6,8). Foram aplicadas 20 ul das suspensdes
em cada poc¢o do gel de empacotamento. Foram feitos dois géis semelhantes,
sendo um para visualizacdo proteica e outro para Western Blotting.

A eletroforese foi efetuada em ambiente de tampdo de corrida Tris-
glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %, pH 8,3) por aproximadamente
2 h com voltagem de 60 V, para corrida no gel de empacotamento e 100 V no
gel de separagdo. Apés corrida, um gel foi corado com um solucéo corante (0,9
g de Azul Brilhante de Coomassie R, 320 ml de metanol e 80 ml de acido
aceético) e descorado por uma solucao descorante (35 % de metanol e 10 % de
acido acético).

Apoés a eletroforese, o gel ndo corado foi transferido para a membrana

de nitrocelulose. O sanduiche de transferéncia foi montado em sistema semi-
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seco usando dois pedacos de papel filtro (3 mm) com dimensdes de 8,6 x 13,5
cm. Os papeis e a membrana foram equilibrados por 20 min com tampao Tris
100 mM, metanol 20 %, pH 8,0. O sanduiche foi composto por uma folha de
papel filtro, seguido da membrana, o gel e as outras duas folhas. O sistema foi
fechado e a transferéncia ocorreu em uma voltagem de 15 V por 3 h.

Ap6s a transferéncia, a membrana foi incubada durante a noite
(overnight) em tamp&o blogueador (fosfato de sédio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 7,6
contendo 2 % de leite em pd desnatado), a 4°C. A membrana foi lavada 10
vezes com PBS (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 7,2) e incubada por 2
h a temperatura ambiente com o anticorpo anti-BiP (VALENTE et al., 2009),
produzido em coelho e diluido em tampao bloqueador (1:100). A membrana foi
lavada com PBS 10 vezes e incubada com anticorpo anti-lgG de coelho
complexado com peroxidase em uma diluicdo de 1:1000, por 1 h a temperatura
ambiente. A membrana foi lavada 10 vezes com PBS e a reacgédo revelada
vertendo-se, sobre a membrana, uma solugdo composta por 10 mg de DAB
(diaminobenzidina) dissolvidos em 5 ml de uma solu¢cdo composta por 100 pl
de tampéao Tris-HCI 2 M (pH 7,5), 300 ul de imidazol 0,1 M, 4,9 ml de agua
destilada e 20 ul de peréxido de hidrogénio (H202). A solucéo reveladora foi
deixada em contato com a membrana até o aparecimento das bandas. A

reacao foi parada lavando-se a membrana com agua destilada.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise global da expresséo de genes

Para analisar comparativamente os perfis globais de expressdo da
génica em sementes de soja, durante a embriogénese e maturacdo (apenas
cotilédones e em sementes inteiras de 5-6mg e 100-200mgWS (whole seed)),
foi utilizado o visualizador MapMan. Os resultados podem ser observados nas
Figuras 4, 5,6 e 7.

A figura 4 é a comparacao entre as fases da embriogénese da semente
de soja, no que se refere a responsividade a estresses bioticos e abibticos.
Para esta analise, foi utilizado, como arquivo de entrada, o conjunto de genes
expressos com diferenca de fold change (FC) maiores do que 6 e -6.

Comparando-se os 12-14DAF/4DAF, foram encontrados na categoria de
estresse abiotico, 23 genes com FC <-6 e > 6 (21 mais expressos em 4DAF e 2
mais expressos em 12-14DAF). Entre os 21 genes mais expressos em 4 DAF,
encontram-se genes das seguintes familias proteicas: HEAT SHOCK PROTEIN
(HSP), DEHYDRATION-RESPONSE, CUPIN, CHAPERONE C-TERMINAL
CONTAINING DOMAIN, GERMIN-LIKE PROTEINS, dentre outras. E possivel
observar que na sinalizagcdo mediada por hormdnios, 0s genes s&o mais
expressos em 4DAF (quadrados vermelhos), apenas um gene com resposta a
etileno possui maior expressdo em 12-14 DAF. Na categoria de fatores de
transcricdo, as familias ERF, bZIP, WRKY, MYB e DOF possuem maior
expressdo em 4 DAF. A via de proteinas PR e Heat Shock proteins possuem
maior expressdo no inicio da embriogénese. Apenas um gene Heat Shock
Protein possui maior expresséo em 12-14DAF.

Na figura 4B, na comparacdo entre as fases da embriogénese 22-
24DAF/12-14DAF, é possivel observar que na categoria de estresse abidtico,
14 genes possuem FC < -6 e > 6, sendo 27 genes mais expressos em 12-
14DAF. Os genes mais expressos em 12-14DAF relacionados a sinalizagéo por
estresse abidtico sdo ortélogos de Arabidopsis, tais como HEAT SHOCK
PROTEIN, C2-DOMAIN CONTAINING PROTEIN, CHAPERONE C-TERMINAL
DOMAIN-CONTAINING PROTEIN, CUPIN PROTEIN, GERMIN-LIKE, POLLEN
OLE E 1 ALLERGEN AND EXTENSIN FAMILY PROTEIN, dentre outros. Na
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via de sinalizacdo, 145 genes sado regulados, dos quais todos sdo expressos
em 12-14DAF, dentre eles genes codificantes de leucine-rich repeat
transmembrane protein Kinase, Disease resistance Family protein, protein
Kinase faily, carbohydrate binding, protein binding, calcium binding, entre
outros. As proteinas heat shock sdo em grande maioria induzidas. Na categoria
de sinalizagcdo mediada por horménios e proteinas PR 0s genes sdo mais
expressos em 12-14DAF.

29



B
12-14DAF/4DAF 22-24DAF/12-14DAF
@ o

(=’ pathogen I pest attack

Respiratory burst

©

oo ;e

oy, B3 9R e I

T ] ng
—+ Pathogen / pest attack

N

Redox state NENEE

Redox state

Respiratary burst Peroxidases Peroxidases
Auxing Auxins

o Glutathione-S-transferase = Glutathione-S-transferase

£ Brassinost. ‘EEEENEER £ Brassinost. EEEEEEEEE

T > > © : 7

e ° ==

. § ADA EEEE Signaling mm Signaling E a % Signaling Signaling E
3 e 2 2|2 2
S | S Ethylene 3 = | S 3
E g %PK g E g HAPK g
Y |5 sa g B5
2| T w— g $ Bz MobA e H
E JA ERF E ERF
b= ‘EmmEm FAE b= L ik
5 L bzp 5|2 H | pzp 5| I
5 Transcription fact glg E o R i|5

Cell wall ranscription ractors il ey ranscription factors 2|z
E ERE E S |A
% Beta ﬁ!ucanase g % % Beta ﬁlucanase g %

S |w % S |w
E Proteolysis Defense genes G | W E Proteolysis Defense genes | @ W
Secondal i Seconda
% Heat shock proteins

FR-proteins metabolitas Heat shock proteins

Secondary metaboltes Secondary metabolites

Nl

Figura 4: Genes expressos categorizados pelo Mapman relacionados ao estresse bidtico e abidtico. Visdo geral da regulacéo de genes
expressos na embriogénese (4 DAF, 12-14 DAF e 22-24 DAF) da semente de soja. (A) Comparacao entre as fases 12-14DAF/4DAF.
Os genes mais expressos em 4DAF estdo em vermelho. (B) Comparacédo entre as fases 22-24DAF/12-14DAF. Os genes mais
expressos em 12-14DAF estdo em vermelho.

30



Na figura 5, foi comparada a fase final da maturacdo com a fase inicial
da maturacdo da semente (100-200mgWS/5-6mgWsS) com FC -7 < e > 7 no
que se refere a estresses bibticos e abiodticos. E possivel observar na via de
estresse abiotico, 57 genes expressos, sendo 37 genes mais expressos em
100-200mgWsS (semente quiescente) (FC > 7) e 20 foram mais expressos em
5-6mgWS (inicio da maturacéo) (FC > -7). Dos 37 genes mais expressos em
100-200mgWSs, dois genes tém funcdo para DEHYDRATION-RESPONSIVE
FAMILY PROTEIN, os membros da familia de “heat shock protein” sdo bem
expressos em semente quiescente, tais como, HSP21 (HEAT SHOCK
PROTEIN 21 — 21 kDa), SMALL HEAT SHOCK PROTEIN-LIKE (HSP26.5 -
26.5 kDa), SMALL HEAT SHOCK PROTEIN (HSP17.6 — 17.6 kDa). Dos 20
genes mais expressos em 5-6mgWsS, um gene € membro da familia HSP70
(HEAT SHOCK PROTEIN 70), dois genes UNIVERSAL STRESS PROTEIN
(USP) FAMILY PROTEIN, trés genes anotados como DEHYDRATION-
RESPONSIVE FAMILY PROTEIN e um EARLY-RESPONSIVE TO
DEHYDRATION PROTEIN-RELATED / ERD PROTEIN-RELATED. Na
categoria fatores de transcricdo, vinte e oito genes sSd80 mais expressos na
familia ERF. Dos 28 genes, 19 genes, tais como, ABR1 (ABA REPRESSOR1),
AP2 domain-containing transcription factor, putative (DRE2B), DREB1A
(DEHYDRATION RESPONSE ELEMENT B1A), OVULE DEVELOPMENT
PROTEIN, PUTATIVE e DNA BINDING/TRANSCRIPTION FACTOR sé&o mais
expressos em semente quiescente - 100-200mgWsS. Nove genes, como, DDF1
(DWARF AND DELAYED FLOWERING 1), TINY2 (TINY2); DNA
binding/transcription fator, FLO2/FL1/ AP2 (APETALA 2) transcription factor
possuem maior expressao em sementes no inicio da maturacao — 5-6mgwWs. A
via de defesa por proteinas PR possuem genes com as maiores expressoes
em semente quiescente, o que deve contribuir para a acumulacao de proteinas
da defesa inata comumente encontradas em cotilédones de sementes de

leguminosas.
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Figura 5: Expressao de genes categorizadas pelo Mapman relacionados ao

estresse bidtico e abibtico. Visao geral da regulacdo da expressao de genes
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Whole seed. Os genes mais expressos em 100-200mgWsS estdo em azul e

0S expressos em 5-6mgWs estdo em vermelho.

Visto que alguns genes sdo mais expressos na fase inicial da maturacao
(5-6mgWS), como mostrado na figura 5, analisamos se a maior contribuicao de
genes € proveniente dos cotilédones ou tegumento desta mesma fase. Para
isso, comparamos as amostras 5-6mgCOT/5-6mgWS (cotilédones e semente
inteira, ambos na fase inicial da maturacdo) e 5-6mgSC/5-6mgWS (tegumento
e semente inteira, fase inicial da maturacdo); o resultado € mostrado nas
figuras 6A e B. E possivel notar que a maior parte dos genes detectados s&o
mais expressos em semente inteira (5-6mgWSsS), indicado pela concentracéo de
guadrados vermelhos na via de ambas as figuras. Genes pontuais sdo mais
expressos nos cotilédones (5-6mgCOT) e tegumento (5-6mgSC), indicado
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pelos quadrados azuis nas vias de ambas as figuras. Para melhor compreender
a contribuicdo total do cotilédone e do tegumento para a semente inteira no
inicio da maturagdo, comparamos as fases 5-6mgSC/5-6mgCOT e analisamos
a expressdo dos genes nas fases. A figura 7 mostra o resultado da
comparacao entre as fases 5-6mgSC/5-6mgCOT, onde € possivel notar que a
grande maioria dos genes € expresso em cotilédones (5-6mgCOT) (FC>-6).
Entretanto, em duas vias, como a via do hormonio etileno e na via de estresse
abidtico os genes sdo mais expressos em tegumento (5-6mgSC). Na categoria
estresse abidtico, 7 genes anotados como RD22 (RESPONSE TO
DESSICATION 22) apresentaram maior expressdo em cotilédones (FC >7).
Genes DEHYDRATION-RESPONSE PROTEIN e HEAT SHOCK N-TERMINAL
DOMAIN CONTAINING PROTEIN, HSC70-1 (heat shock cognate 70 kDa
protein 1, HSP21 (HEAT SHOCK PROTEIN 21), PATHOGEN-RESPONSIVE
ALPHA-DIOXYGENASE, PUTATIVE, PATHOGEN-RESPONSIVE ALPHA-
DIOXYGENASE, PUTATIVE, dentre outros, sdo expressos em cotilédones.
Também analisamos quantos genes Sao expressos a0 mesmo tempo
em tegumento e cotilédones na fase 5-6mg. A figura 8 mostra que 2034 genes
S80 expressos a0 mesmo tempo em cotilédones e tegumento no inicio da
maturacdo. Dos 2034 genes, alguns possuem anotacdo para HEAT SHOCK
PROTEIN 42, ETHYLENE-RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR 023,
como proteinas de armazenamento de semente (SEED STORAGE PROTEIN
CRA1-RELATED), como defensina (DEFENSIN-LIKE PROTEIN 226-
RELATED), dentre outros. E possivel notar também que os genes s&o mais
expressos em cotilédones, em um total de 1670 genes cotilédone-especifico,

contra 1107 genes tegumento-especifico.
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5.2. Anélise da expressdo de genes envolvidos com a resposta a
dessecacdo durante o desenvolvimento e germinacdo de sementes de

soja

Considerando que a regulacdo dos genes envolvidos com a dessecacao
€ crucial para que a semente possa se preparar para a quiescéncia e que a
morte celular programada pode ser induzida por uma cascata de sinalizacao
mediada por alguns desses genes, realizamos uma selecdo dos genes mais
expressos durante o desenvolvimento e germinacdo de sementes de soja. A
figura 9 mostra o resultado da andlise da expressdo dos genes
Glymal2g34550 e Glymal2g34570, anotados como RD22 (responsivos a
dessecacdo 22). Apresentaram alta expressdo em cotilédones, na fase de
maturacdo (100-200mg COT e 400-500mg COT) e baixa expressdo em
semente inteira quiescente (Dry seed). Durante a germinacdo, RD22
apresentaram expressao diferenciada em 24 HAE.

A expressdo dos genes relacionados a desidratagcdo € mostrada na
figura 10. E possivel observar que dois genes, Glyma03g28760 e
Glymal5g15560, anotados como PROTEIN EARLY RESPONSIVE TO
DEHYDRATION e PROTEIN DEHYDRATION INDUCED, respectivamente,
apresentaram expressdo diferenciada ao longo do desenvolvimento da
semente de soja. O gene Glymal5g15560 possui um pico de expressdo em
eixo embrionario quiescente, mas a expressdao decresce ao longo da
germinacdo. E importante ressaltar que ambos os grupos de genes de resposta
a dessecacdo e resposta a desidratacdo parecem ser regulados de forma

oposta no eixo embrionario na semente durante a germinacgao.
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5.3. Anélise da expresséo de genes envolvidos com estresse oxidativo e

atividade enzimética correspondente em sementes de soja

Da mesma forma que a dessecacao, o estresse oxidativo também pode
levar a morte celular programada. Sendo assim, na figura 11 apresentamos a
expressdo de trés genes referentes a superoxido dismutase (SOD):
Glymallg19840 (CSD2), Glymal9g42890 e Glyma03g40280, ambos CDS1.
Todos apresentaram alta expressdo durante a embriogénese (4 DAF, 12-
14DAF e 22-224DAF), exceto CSD2. Durante a fase da maturacdo (100-
200mgCOT, 400-500mgCOT e 100-200mgWS (semente inteira)), a expressao
decresceu um pouco. Durante a germinagcdo, um menor nimero de genes CSD
foi expresso. O gene Glyma03g40280 apresentou a mais alta expressao,
dentre os genes CSD com expressao detectada.

Outro importante grupo de genes envolvidos com estresse oxidativo sao
aqueles que codificam para a enzima catalase. Na figura 12A é possivel
observar que os genes anotados catalase apresentam baixa expressao durante
a embriogénese e maturacdo da semente de soja. Porém, em 100-200mg de
semente inteira quiescente (Dry seed) estes mesmos genes apresentaram alta
expressao.

Para confirmar se as sementes quiescentes apresentam atividade da
catalase, foi realizado um ensaio de atividade enzimética com amostras de eixo
embrionério, cotilédones e tegumento de sementes quiescentes de soja. A
figura 12 B mostra o resultado do ensaio enzimético da atividade da catalase
nos tecidos selecionados. Ha& maior atividade da catalase no tegumento e em

eixo embrionario do que em cotilédones.
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Figura 11: Expressdo dos genes referentes a SOD nos diferentes estadios de
desenvolvimento da semente de soja e eixo embrionario em germinacao
(frequéncia em RPKM). *DAF — Dias ap6s a fertilizacdo; WS — Whole seed
(semente inteira); COT — cotilédones; HAE — Eixo embrionario - Horas Apés a
Embebicao.
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Figura 12: (A) Expressao dos genes relacionados a catalase nos diferentes estadios de desenvolvimento da semente de soja e
eixo embrionario em germinacao (frequéncia em RPKM). *DAF — Dias ap0s a fertilizagdo; WS — Whole seed (semente inteira);
COT - cotilédones; HAE — Eixo embrionério - Horas Apds a Embebicdo. (B) Atividade da catalase (CAT) em diferentes tecidos da
semente de soja quiescente. TEG (Tegumento), EIXO (Eixo Embrionario) e COT (Cotilédones). Acima das barras, letras
diferentes indicam diferengas estatisticamente significantes de acordo com o teste de comparagfes multiplas de Tukey (P <
0,0001).
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5.4. Analise da expressdo de genes e proteinas envolvidos com morte

celular programada em sementes de soja

Alguns dos genes ja descritos como envolvidos na morte celular
programada, como, NRP (REIS et al.,, 2016; REIS & FONTES, 2012), VPE
(HATSUGAI et al., 2004; HATSUGAI et al., 2004; KINOSHITA et al., 1995;
YAMADA et al., 2005), metacaspases (CHOI & BERGES, 2013; ROCHA et al.,
2017; SUAREZ et al., 2004; WATANABE & LAM, 2005) e BiP (ALVIM et al.,
2001; CASCARDO et al., 2000; VALENTE et al., 2009; WROBEL et al., 1997),
tiveram as suas expressOes analisadas durante o desenvolvimento e
germinacao de sementes de soja. Na figura 13 € possivel observar o perfil da
expressdo dos genes anotados como NRP. Trés genes (Glyma05g36700,
Glymal3gl10640 e Glyma20g16100) apresentaram baixa expressdo nos
tecidos da semente em desenvolvimento (4, 12-14 e 22-24DAF, 5-6mgWs,
100-200mg e 400-500mgCOT e Dry seed (semente inteira quiescente) e em
eixo embrionario durante a germinacdo (0, 3, 6, 12 e 24 HAE). O gene
Glyma08g24600, de forma oposta, apresentou maior expressao nos tecidos do
desenvolvimento da semente e eixo embriondrio durante a germinacao.

Considerando que o tegumento é o tecido alvo do processo de morte
celular programada, foi analisada a expressao de genes NRP em linhagens de
soja (Clark e Harosoy), cujos tegumentos sao integros ou defeituosos (Clark
standard (CS)/Clark defective (CD) e Harosoy standard (HS)/Harosoy defective
(HD)) (KOUR et al., 2014). O perfil de expressédo desses genes foi oposto ao
das sementes durante o desenvolvimento e germinacdo (Figura 13), com trés
dos genes NRP sendo expressos em tegumento. O defeito no tegumento de
ambos 0s grupos de sementes parece nao ter efeito na expressao de genes
NRP, uma vez que as sementes com pesos similares foram agrupadas.

Todos os genes anotados como VPE (VACUOLAR PROCESSING
ENZYME) apresentam maior expressao (representado pela cor vermelha) em
linhagens de soja (Clark e Harosoy), cujos tegumentos sao integros ou
defeituosos (Clark standard (CS)/Clark defective (CD) e Harosoy standard
(HS)/Harosoy defective (HD)) (figura 14). O gene Glymal4g10620, diferentes

dos demais possui maior expressao em 4 e 22-24 DAF. No entanto, 0os genes
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possuem baixa expressdo em tecidos do desenvolvimento da semente (4, 12-
14 e 22-24DAF (Dias Apo6s a Fertilizacdo), 5-6mg e 100-200mgWS (Whole
seed — semente inteira), 100-200mg e 400-500mgCOT (Cotilédones) e eixo
embrionario, durante a germinacao nos tempos de 0, 3, 6, 12 e 24 HAE (Horas

Apos a Embebicao).
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Figura 13: Representacdo em “heatmap” dos valores de expressao dos
genes NRP (RPKM) em diferentes tecidos de soja (4, 12-14 e 22-24DAF
(Dias Apos a Fertilizagédo), 5-6mg e 100-200mgWS (Whole seed —semente
inteira), 100-200mg e 400-500mgCOT (Cotilédones), eixo embrionario
0,3,6,12 e 24HAE (Horas Apos a Embebicao) e tegumentos linhagem HS/HD
(HS — normal e HD — defeituoso) e linhagem CS/CD (CS — normal e CD —
defeituoso). As cores de vermelho mais intenso indicam maior expressao dos
genes NRP e a verde, menor expressao nos tecidos analisados.
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Figura 14: Representacdo em “heatmap” dos valores de expressdao dos
genes VPE (RPKM em log2) em diferentes tecidos de soja (4, 12-14 e 22-
24DAF (Dias Apés a Fertilizacdo), 5-6mg e 100-200mgWsS (Whole seed —
semente inteira), 100-200mg e 400-500mgCOT (Cotilédones), eixo
embrionéario 0,3,6,12 e 24HAE (Horas Apés a Embebicdo) e tegumentos
linhagem HS/HD (HS — normal e HD — defeituoso) e linhagem CS/CD (CS —
normal e CD — defeituoso). As cores de vermelho mais intenso indicam maior

expressdo dos genes NRP e a verde menor expressao nos tecidos
analisados.
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Genes anotados como metacaspase nao apresentaram um padrédo de
expressdo entre os tecidos (Figura 15). E possivel observar que seis genes
(Glyma01g10880, Glyma08g07630, Glyma08g19050, Glyma0g25150,
Glyma08g25170 e Glymalb5g31750) mostraram maior expressao em
tegumento (HS/HD e CS/CD) e eixo embrionario de 24 HAE. O gene
Glymal9g30180 mostrou ser mais expresso em tegumento (HS/HD e CS/CD) e
em eixo embrionario em 24 HAE. Glyma01g10880 apresentou maior expressao
no tecido de eixo embrionario em 3 HAE. Os genes Glyma08g07640,
Glymal3g07850 e Glymal5g5940 apresentaram maior expressao em
cotilédones (400-500mgCOT). E possivel observar também que o gene
Glymal3g07870 é mais expresso em 4 e 22-24 DAF. O gene Glyma08g17320
apresenta maior expressdo em 12-14 e 22-24 DAF, nos tecidos durante a
embriogénese. Glyma08g07640 possui maior expressdo 22-24 DAF, em
cotilédones (100-200mg e 400-500mgCOT) e em eixo embrionario (12 e 24
HAE).
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Figura 15: Representacdo em “heatmap” dos valores de expressdo dos
genes metacaspase (RPKM em log2) em diferentes tecidos de soja (4, 12-14
e 22-24DAF (Dias Ap0s a Fertilizacdo), 5-6mg e 100-200mgWSs (Whole seed
—semente inteira), 100-200mg e 400-500mgCOT (Cotilédones), eixo
embrionério 0,3,6,12 e 24HAE (Horas ApOs a Embebigéo) e tegumentos das
linhagens HS/HD (HS — normal e HD — defeituoso) e CS/CD (CS — normal e
CD - defeituoso). As cores de vermelho mais intenso indicam maior

expressdao dos genes NRP e a verde menor expressdao nos tecidos
analisados.
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Com relagcdo a expressédo de BiP, foram encontrados quatro genes no
genoma de soja. A figura 16A mostra o resultado da analise de expresséo de
genes referentes a BiP. Os genes BiP apresentam oscilacdo de expresséo
desde a embriogénese até a maturacédo (100-200mg COT) da semente, sendo
reduzida em 400-500mgCOT e diminuindo consideravelmente na semente
quiescente. Durante a germinagdo, em eixo embrionario, a expressdo dos
genes Glyma05g36620 e Glyma08g02940 aumenta significativamente.

A expressao da proteina BiP foi monitorada por analise de Western Blotting
(Figura 16B), o que tornou possivel assegurar a expressdo de BiP nas
amostras de eixo embrionério e cotilédones horas ap6s a embebicéo (0, 6, 12,
24 HAE). E possivel observar uma banda em torno de 78 kDa, em todas as
amostras 0, 6, 12 e 24 HAE. Outra banda em torno de 40 kDa aparece em 24
HAE, sendo possivelmente uma isoforma de BiP (as setas indicam a posi¢cao
de BiP). As proteinas BiP parecem ter uma maior acdo no eixo embrionario do
gue em cotilédones.

A maior abundéancia de BiP em eixo embrionario do que em cotilédones de
sementes de soja, sugere que a morte celular programada deve estar sendo
atenuada no eixo embrionario. Utilizando de sementes de soja susceptiveis e
resistentes a seca, a presenca de BiP foi novamente analisada através de
Western Blotting em eixo embrionario durante a germinag¢do. Primeiramente,
utilizamos uma diluicdo de 1:100 do anticorpo anti-BiP nas mesmas amostras
de eixo embrionario e cotilédones de 0, 6, 12, 24 HAE, para confirmar a maior
abundéancia de BiP em eixo embrionario. Podemos notar a presenca de banda
em torno de 78 kDa que ndo apareceu em amostras de cotilédones, quando
utiizamos a diluicdo de 1:500, na figura 16B. Apds isso, monitoramos a
presenca de BiP nos cultivares Embrapa 48 e BR16, um resistente e o outro
suscetivel a seca, respectivamente (Figura 17B). E possivel observar que nas
amostras de Embrapa 48, além da banda de 78 kDa, aparece uma banda em
torno de 35 kDa nos tempos 0 e 12 HAE. Nas amostras BR16 € possivel
observar uma banda de 78 kDa em todas as amostras de eixo embrionario nos
tempos de 0, 6, 12 e 24 HAE e, apenas no tempo de 24 HAE aparece outra

banda em torno de 35 kDa, perfil similar ao do cultivar BRS284.
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Figura 16: (A) Frequéncia em RPKM da expressdo dos genes referentes a BiP nos diferentes estadios de desenvolvimento da
semente de soja e eixo embrionario em germinacao. (B) Niveis de expressdo de BiP durante a germinagdo em eixo embrionario e
cotilédones de semente de soja. As proteinas foram ajustadas por volume de amostra (15 pl) e separadas por SDS-PAGE e
imunotransferidas para membrana de nitrocelulose, posteriormente sondada com um anticorpo policlonal anti-BiP (1:500). A seta
maior indica a posi¢édo da banda principal de BiP e as cabecas de setas, um polipeptidio de cerca de 40 kDa.
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Figura 17: Niveis de expressdo de BiP durante a germinacdo de soja. (A) germinacao de eixos embrionarios e cotilédones dos
cultivares BRS284 e (B) germinacdo de eixos embrionarios Embrapa 48 e BR16. As proteinas foram ajustadas por volume de
amostra (15ul) e separadas por SDS-PAGE e imunotransferidas para membrana de nitrocelulose e sondada com anticorpo
policlonal anti-BiP (1:100). A seta maior indica a posicdo da banda principal de BiP e as cabecas de setas, um polipeptidio
acima de 35 kDa.
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6. DISCUSSAO

A morte celular programada € um processo geneticamente controlado no
desenvolvimento da planta, no qual apenas as células que estdo destinadas a
morrer sdo eliminadas sem gerar nenhum dano as células vizinhas. MCP é
notavelmente um processo central para alguns eventos em condi¢cdes normais
de desenvolvimento, como a diferenciacdo dos elementos traqueais, a
formacdo de tricomas e aerénquimas, raizes, abscisdo de 6rgaos florais,
estabelecimento da morfologia de certas folhas, formacéo de embrides (visto
que, em algumas sementes apenas um embrido se desenvolve até a
maturidade e os outros degeneram pela morte celular programada), dentre
outros (BEWLEY & BLACK, 1994; GADJEV et al., 2008).

VAN DOORN (2011) classificou a morte celular programada como
autolitica e n&o-autolitica. O que difere um tipo de MCP do outro é a
participacdo do vacuolo. Se houver o rompimento do vacuolo e rapida
degradacdo do citoplasma, a MCP é classificada como MCP autolitica. Ja a
MCP nao-autolitica ndo possui as caracteristicas mencionadas anteriormente.
A classificacdo da MCP em autolitica e ndo-autolitica permite distinguir os
agentes causadores da MCP, como por exemplo, a MCP autolitica ocorre
durante o desenvolvimento normal da planta e sob estresse moderado, ja a
MCP néo-autolitica € encontrada em interacdo com patdgeno (VAN DOORN,
2011). LIMA et al. (2015) observaram eventos tipicos de MCP durante o
desenvolvimento de tegumentos de Vigna unguiculata. A MCP observada foi
autolitica e assincrona, ocorrendo da camada palicadica (mais externa) em
direcdo as camadas mais internas do parénquima, a partir de 10 DAP (dias
apoés a polinizagéo).

Nos ultimos anos, poucos trabalhos sobre morte celular em sementes
foram publicados. Em soja, ha alguns trabalhos sobre morte celular
programada em folhas. Assim, no presente trabalho analisamos a expressao
de genes envolvidos em vias que desencadeiam morte celular programada em
sementes de soja.

A compreensdo acerca de genes alvos que desencadeiam a morte
celular programada em sementes de soja permitira entender processos

importantes durante o desenvolvimento da semente e germinacéo. Para isso, 0
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Expressao

presente trabalho analisou genes de vias que possivelmente desencadeiam
MCP. A figura 18 representa esquematicamente 0s principais niveis de
expressao dos genes que se relacionam ao desencadeamento de MCP durante

o desenvolvimento e germinacao de sementes de soja.
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Figura 18: Representacao esquematica dos principais niveis de expressao dos
genes que se relacionam ao desencadeamento de morte celular programada
durante o desenvolvimento e germinacao de sementes de soja.

A andlise global da expresséo dos genes (Figuras 4, 5, 6 e 7) permitiu a
visualizacdo da expressdo dos genes em diversas vias. E possivel observar na
figura 4A, que na via de estresse abidtico, h4 maior expressdo de genes na
fase de 4 DAF, quando comparada com 12-14 DAF. Essa maior expressao
génica em 4 DAF, possivelmente ocorre pois nessa fase ocorre a
histodiferenciacdo dos tecidos da semente em cotilédones, eixo embrionario e
o tegumento, este Ultimo proveniente da diferenciagdo dos integumentos
externos do ovario da planta méae. De acordo com LIMA et al. (2015), eventos
de MCP em tegumentos de sementes de Vigna unguiculata em

desenvolvimento, tais como desorganizagdo celular, vactolos de tamanhos
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aumentados e fragmentacdo do DNA, sdo detectados a partir de 10 DAP.
GIULIANI et al. (2002) detectaram nucleos TUNEL-positivos no escutelo,
coledptilo, na coifa da raiz e nas células do suspensor em milho, durante a
embriogénese. Na figura 4B, podemos notar que 0s genes Sa0 mais expressos
em 12-14DAF. Essa maior expressdo em 12-14DAF, possivelmente acontece,
visto que nesta fase ainda esta acontecendo a diferenciacdo de eixo
embrionério e cotilédones e divisdo celular (BEWLEY & BLACK, 1994; LE et
al., 2007).

Na figura 5, a comparacdo da fase 100-200mgWS (semente inteira
quiescente) com a fase 5-6mgWS (semente inteira no inicio da maturacao)
revela que ha maior expressao dos genes relacionados ao estresse abibtico
tanto no inicio da maturacdo quanto em semente seca. Ha maior expressao em
semente quiescente das proteinas PR, proteinas induzidas rapidamente por
infecgbes patogénicas, também s&o induzidas por acido salicilico (SA), acido
jasménico (JA) e etileno (ET). Genes PR também sao regulados por fatores
ambientais, como estresse abiotico, como frio, luz e estresse osmotico e
durante o desenvolvimento, como a senescéncia foliar e a maturagéao do pélen,
sugerindo que eles também desempenham um papel em certas respostas de
estresse e processos de desenvolvimento (ZEIER et al., 2004).

E possivel observar que a maior contribuicdo no inicio da maturacéo é
proveniente do cotilédone (Figuras 6, 7 e 8) e 2034 genes sdo expressos tanto
em tegumento quanto em cotilédones. Essa fase € marcada pela expansao
celular e o inicio da maturacdo, onde a semente encontra-se em alta atividade
metabdlica, o contelddo de 4gua pode chegar a niveis maximos e ha deposicao
de compostos de reserva, como proteinas, carboidratos e lipideos, nos
cotilédones e também em outras estruturas de reservas (BEWLEY & BLACK,
1994).

Analisamos também a expressdo de genes envolvidos com a
dessecacdo e desidratacdo da semente (Figuras 9 e 10). Os genes RD22
(figura 9) mostraram expressao significativa na fase de inicio da maturacdo
apenas em cotilédones e apresentam um pico de expresséo nas fases de 100-
200mgCOT e 400-500mgCOT, momento em que 0 peso fresco comeca a

decair e 0 peso seco comeca a se elevar. Nesta fase de transi¢éo, o evento de
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desidratacdo que acomete as células ao final da maturacdo possivelmente
ativa genes responsivos a dessecacao, para garantir tolerdncia a esta. O teor
de &gua das sementes, até proximo do final de seu desenvolvimento,
permanece elevado, geralmente acima de 40% de peso fresco. Ao final da
maturacao o teor de agua sofre reducéo, chegando a cerca de 10%. A semente
encontra-se com metabolismo reduzido, fase em que o embrido esta
metabolicamente inativo. Nessa transicdo possivelmente ocorre morte celular
nos cotilédones, para que haja a remodelacédo da forma da semente no final do
desenvolvimento.

Um aumento na expressao de dois genes responsivos a desidratacdo ao
longo da germinagdo da semente é mostrado na figura 10. Esses genes podem
estar envolvidos em mecanismos de protecdo do embrido em ocasionais
eventos de desidratacdo, gerados por condicfes climaticas desfavoraveis a
continuidade do processo germinativo. Possivelmente, os genes envolvidos
com dessecacao e desidratagao trabalham em sinergia, compondo um
mecanismo de tolerancia a desidratacao/reidratacdo da semente.

Ainda para investigar a via de inducdo de MCP, analisamos também
genes envolvidos com estresse oxidativo. A figura 11 mostra a expressédo de
genes anotados como SOD. E possivel observar que a expressdo dos genes
SOD se mantém relativamente alta durante a embriogénese e na maturacéo a
expressdo reduz. Trés genes apresentaram alta expressdo durante a
germinacdo da semente. Genes com anotacdo para CSD (superéxido
dismutase citoplasmética) e MSD (superéxido dismutase mitocondrial)
expressam proteinas que estdo localizadas no citoplasma e na matriz
mitocondrial, respectivamente (ALSCHER et al., 2002) e sédo responsaveis por
catalisar a dismutacdo do superdxido a peroxido de hidrogénio. A enzima
superoéxido dismutase € a primeira na linha de defesa contra os niveis elevados
de espécies reativas de oxigénio e seus efeitos toxicos. Esta presente em
todos os organismos aerdbicos e compartimentos subcelulares propensos a
uma explosdo oxidativa, devido a estresses abidtico ou bibtico (GILL &
TUTEJA, 2010). SODs realizam a dismutacdo do O2" a peréxido de hidrogénio
(H202) e O2, diminuindo assim o risco de formacgé&o no interior celular de radical

hidroxila (OH"). O radical OH® é um oxidante que oxida indiscriminadamente as
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biomoléculas celulares a uma taxa limitada por difusdo (FRIDOVICH, 1989,
1995). As biomoléculas oxidadas por OH® podem se tornar radicais, que
propagam ainda maiores danos oxidativos celulares ndo especificos (EVANS et
al., 1998). O acumulo de EROs causam danos oxidativos em biomoléculas
essenciais, como o0 DNA e leva a varias formas de dano mutacional. Mutacdes
induzidas por oxidagcdo comprometem a integridade e funcionalidade do DNA
(CABISCOL et al.,, 2000; YAKES & VAN HOUTEN, 1997) e também
desempenham papel relevante no intermédio da MCP (AVERY, 2011;
CHANDRA et al.,, 2000; JEON et al., 2002). Posteriormente ao estresse
abidtico, enzimas antioxidantes sdo induzidas para diminuir a concentracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) em ambientes intracelulares.

EROs podem ser indicadores de estresse e estarem envolvidos como
mensageiros secundarios na via de transducdo de sinais na resposta ao
estresse. Para que a inativacdo de EROs seja efetiva, ha um trabalho, em
sincronia, de uma série de enzimas antioxidantes. Enzimas antioxidantes
atuam impedindo a acédo téxica de EROs. As enzimas SOD e CAT podem
estar envolvidas na preservacao da viabilidade e protecdo das membranas das
sementes contra EROs produzidas durante a germinacdo (PRODANOVIC et
al., 2007).

A expressdo de genes com anotacdo para catalase (Figura 12)
permanece baixa na embriogénese e durante a maturacdo da semente, mas
tem pico de expressdao em semente quiescente. A catalase € uma enzima
detoxificante de peréxido de hidrogénio (H202), proveniente da dismutacédo do
superoxido (O2) em H202. Na figura 12B, vé-se que a atividade de catalase é
estatisticamente diferente entre tegumentos e eixos embrionarios de semente
de soja quiescente. A deficiéncia de catalase induz aumento dos niveis de
H202 e desencadeia MCP (GECHEV et al., 2005; VANDENABEELE et al.,
2004). Trabalhos realizados em tabaco deficiente de catalase mostraram que o
H202 proveniente da elevada fotorrespiracdo é capaz de desencadear
respostas de defesa, locais e sistémica, e ativar morte celular programada
(CHAMNONGPOL et al., 1998; DAT et al., 2003). Elevados niveis de H202 séo
toxicos para a planta, ja baixas concentracdes desempenham importante papel

na transducao de sinais em plantas atacadas (PRASAD et al., 1994).
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EROs influenciam a expressdo de um numero de genes e vias de
transducéo de sinal de resposta a estresses. Um aumento nos niveis de
espécies reativas de oxigénio geralmente induz mecanismos de inducao de
MCP, sendo EROs utilizados como mediadores do sinal de tens&o. Fatores
ambientais podem ser prejudiciais para o correto funcionamento do RE,
causando estresse do RE, que é caracterizado pela acumulacdo de proteinas
mal enoveladas (CAIl et al., 2014). Esse estresse € superado pela via de
resposta a proteinas mal enoveladas (UPR), que enviam sinais do RE para o
ndcleo, que por sua vez, aumenta a capacidade de enovelamento das
proteinas (WATANABE & LAM, 2009). Porém, quando o sinal de estresse do
RE é muito intenso, a MCP é desencadeada (BOYCE & YUAN, 2006). Foi visto
em Arabidopsis que o fator de transcricdo ANACO089, foi identificado como um
dos controladores que causam MCP em condicbes de estresse, pois esta
associado a membrana, e se desloca para 0 nucleo quando ha estresse
intenso no RE (PETROV et al., 2015; YANG et al., 2014).

Na figura 13, observamos que trés genes NRP (Glyma05g36700,
Glymal3gl0640 e Glyma20g16100) apresentaram alta expressao em
tegumento (Clark standard (CS)/ Clark defective (CD) e Harosoy standard (HS)/
Harosoy defective (HD)) e baixa expressao nos tecidos de desenvolvimento da
semente (4, 12-14, 22-24 DAF; 5-6mgWSsS; 100-200mg e 400-500mg COT; Dry
seed (semente inteira seca) e eixo embrionario durante a germinacao (0, 3, 6
12 e 24 HAE). O gene Glyma08g24600 apresenta expressao contrria aos
demais, € mais expresso em tecidos do desenvolvimento da semente e eixo
embrionario do que em tegumento. Genes NRP apresentam em sua estrutura
dois dominios, o dominio N-terminal é rico em asparagina e o C-terminal, que
possui 0 dominio do desenvolvimento e de morte celular (DCD). A expressao
de NRPs aumenta quando ha estresse osmotico e do RE. Durante estresses
prolongados, a expressao de NRP-A e NRP-B aumenta de forma sinérgica
(COSTA et al.,, 2008) desencadeando a morte celular, pois a ativacdo de
genes NRPs, traduzem sinal de MCP, induzindo fatores de transcricao da
familia NAC em soja (REIS et al., 2016). Assim, genes NRPs sdo considerados

marcadores de morte.
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REIS et al. (2016) observaram gue a superexpressdo de BiP atenua a
morte celular, devido ao atraso na indugdo de marcadores de morte, como
NRP-A e NRP-B, os quais estdo envolvidos na transducdo de sinal de MCP
proveniente de estresse osmotico e do RE. Notaram uma correlacdo direta
entre os niveis de BiP e a senescéncia induzida por NRP. Observaram também
que a superexpressao de BIP previne clorose induzida por NRP em folhas
agroinoculadas, enquanto o silenciamento de BiP enddgeno acelera o processo
de senescéncia em linhagem antisenso. Assim, BiP atua como modulador da
resposta de morte celular programada mediada por NRP.

Para a analise da expressao de VPE, foi realizado um “heatmap” (Figura
14), no qual é possivel observar que o0s genes anotados como VPE
apresentam alta expressdo durante o desenvolvimento do tegumento de soja
(Clark standard (CS)/ Clark defective (CD) e Harosoy standard (HS)/ Harosoy
defective (HD)). NAKAUNE et al. (2005) mostraram que a enzima OVPE é
especifica e transitoriamente expressa em duas camadas celulares do
tegumento de Arabidopsis, tendo essa enzima participacdo fundamental na
formacdo do tegumento, em eventos de MCP durante estagios iniciais da
maturagédo da semente, visto que, em mutantes deficientes de 6VPE a MCP é
adiada nestas camadas. JA em Vigna unguiculata, ndo foi detectada a
expressao de BVPE em nenhuma das camadas microdissecadas do tegumento
em desenvolvimento, indicando que possivelmente essa enzima nao
participaria do processo de MCP no tegumento durante o desenvolvimento da
semente de V. unguiculata (LIMA et al.,, 2015). MENDES et al. (2013)
observaram que genes VPE regulam os fatores de transcricio GmNAC6 e
GmNAC30, pois possuem em sua regido promotora a presenca de cis
elemento para o sitio de ligacdo de ambos fatores de transcricdo. Assim, a
expressdo de VPE possui uma correlacdo positiva com a co-expressao de
GmNAC6 e GmNAC30, caracterizando a importancia biolégica da interagcédo
entre ambas as proteinas para aumentar o sinal de morte celular via VPE.

Para analisar se ha expressao diferenciada dos genes de metacaspases
durante a embriogénese, maturagcéo, desenvolvimento do tegumento e em eixo
embrionario durante a germinagéao, foi realizada um “heatmap” (figura 15) de

expressao para os 12 genes de metacaspases. Em soja, foram encontradas 16
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metacaspases, sendo 10 do tipo | e 6 do tipo Il (TSIATSIANI et al., 2011).
Entretanto no genoma de soja disponivel no banco de dados phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), encontramos 15 genes de

metacaspases, das quais 3 ndo sdo expressos em sementes. Assim, na figura
17, sdo mostradas apenas 12 metacaspases. Os genes Glyma08g07640,
Glyma08g07630, Glyma08g19050 (codificadores de metacaspases envolvidas
na regulacdo de  apoptose), Glyma08g25150, Glyma08g25170,
Glymal5g31750 (relacionados a metacaspase 4) e Glymal9g30180
(relacionado a metacaspase 9) apresentam expressao diferenciada em eixos
embrionarios 24 HAE e durante o desenvolvimento do tegumento. A
metacaspase 4 de Arabidopsis € uma metacaspase do tipo Il, ndo possui
prodominio pro-apoptético, mas apresenta a regido de conexdo entre as
subunidades p20 e p10. Em Arabidopsis, a metacaspase 4 tem como principal
funcdo a regulacgédo positiva de MCP induzida por estresses bidticos e abioticos.
Em Picea abies, a metacaspase do tipo Il (mcll-Pa) possui aproximadamente
64% de similaridade com a metacaspase 4 de Arabidopsis. Em P. abies, o
silenciamento do gene mcll-Pa suprime a MCP do suspensor, o que leva a
paralisacdo do desenvolvimento na camada palicadica, na camada
subepidérmica e nos estagios iniciais, intermediarios e tardios (8 DAP, 12 DAP
e 18 DAP, respectivamente) (SUAREZ et al., 2004), possivelmente indicando
gue esta metacaspase possua papel fundamental para a execucdo da MCP em
todos os tecidos do tegumento.

As chaperonas moleculares, presentes no reticulo endoplasmaético,
atuam no enovelamento e montagem correta das proteinas e estao envolvidas
na regulacdo de diversos processos celulares, atenuando a propagacédo do
sinal de morte celular induzido pelo estresse do RE. Sao expressas
constitutivamente em baixos niveis em todas as células, porém séo induzidas
pelo acumulo de proteinas mal enoveladas no lumen dessa organela
(VALENTE et al., 2009).

Analisamos o perfil da BiP em eixos embrionarios e cotilédones de
sementes quiescentes e germinantes de soja. Na figura 16A, podemos
observar que a BiP apresenta diferentes niveis de expressdo ao longo dos

processos de embriogénese e maturagdo da semente, mas tal expressao é
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bruscamente reduzida em sementes quiescentes. Isso provavelmente acontece
devido a baixa atividade metabdlica que acomete a semente em estado
quiescente. Em eixos embrionarios, a expressdo aumenta progressivamente
apos a embebicdo e germinacao, tendo um pico de expressdo em 24 HAE. No
inicio da germinacéo, ha elevada entrada de agua, a semente seca quiescente
rapidamente retoma a atividade metabdlica, ocorre a sintese de proteinas a
partir de RNAm pré-existentes, liberagdo de solutos para o ambiente externo e
reparo nas estruturas celulares, como DNA e mitocondrias (BEWLEY &
BLACK, 1994; BEWLEY, 1997). O aumento progressivo da expressdo dos
genes BiP durante a germinagdo provavelmente acontece porque, depois da
primeira entrada de 4gua na semente, ocorre uma reducdo na entrada de agua,
denominada de fase platd e nesta ocorre a sintese de novo de proteinas e
novas mitocéndrias (BEWLEY & BLACK, 1994; BEWLEY, 1997). Além disso, a
expressao de BiP atenua sinal de morte celular.

A figura 16B mostra a expressdo de BiP em eixos embrionarios e
cotilédones de soja (cultivar BRS 284) durante a germinacéo, detectada pela
imunorreacdo ao anticorpo anti-BiP (diluicdo 1:500). E possivel visualizar uma
banda de 78 kDa (mostrada pela seta) visivel desde Oh até 24 HAE em eixos
embrionarios, enquanto em cotilédones observamos uma banda em torno de
40 kDa. CASCARDO et al. (2000) mostraram que a familia BiP, em soja,
apresenta quatro membros, sendo classificados como soyBiPA, soyBiPB,
soyBiPC e soyBIiPD, apresentando regulacao tecido-especifico (CASCARDO et
al., 2001). A soyBiPA é expressa em folhas, raizes e sementes, soyBiPB
apresenta expressdo restrita a folhas, soyBiPC €& expresso em folhas,
sementes e vagens e soyBiPD é expressa em todos os 6rgaos. Folhas de soja
submetidas a estresse hidrico exibem atividade de ligagdo a proteinas,
atividade esta que os autores associam a uma proteina de cerca de 78 kDA
induzida pelo estresse, e co-purificada com um polipeptidio de 28 kDa
contaminante (CASCARDO et al., 2000). Deste modo, a expressao de BiP que
observamos na semente pode ser proveniente de soyBiPA, soyBIPC e
soyBIiPD.

No presente estudo, também foi observado a presenca de BiP em eixos

embrionérios e cotilédones de soja (BRS 284) durante a germinagdo e em

58



eixos embrionarios em germinacdo de Embrapa 48 e BR 16, usando-se o
anticorpo anti-BiP na diluicdo de 1:100 (Figuras 17A e B). Na figura 16B, é
possivel observar uma banda em torno de 78 kDa apenas nas amostras de
eixo embrionario (0, 6, 12 e 24 HAE) durante a germinacdo e uma banda em
torno de 40 kDa aparece em eixo embrionario 24 HAE e, em cotilédones, a
partir de 6 HAE. Entretanto, ao utilizamos a diluicdo do anticorpo anti-BiP 1:100
(figura 17A), a banda de 78 kDA aparece em todas as amostras (eixos
embrionarios e cotilédones). Diferentemente do que podemos notar na figura
16B, aparece uma banda em torno de 38 kDa, possivelmente outra isoforma de
BiP.

Os cultivares de soja Embrapa 48 e BR16 mostraram respostas
contrarias ao déficit hidrico. Embrapa 48 é um cultivar que mostra alta
resisténcia a seca, enquanto BR 16 € muito suscetivel (CASAGRANDE et al.,
2001; TEXEIRA et al., 2008). Na figura 17B € mostrada a expressao de BiP em
eixos embrionarios destes dois cultivares diferentes. E possivel observar que
no cultivar Embrapa 48, resistente a seca, a banda em torno de 78 kDa é mais
fraca em 0 e 3 HAE, mas em 0 e 12 HAE aparece outra banda em torno de 35
kDa. Ja no cultivar BR16, suscetivel a seca, a banda em torno 35 kDa aparece
apenas em 24 HAE, e a banda de 78 kDa aparece desde o tempo O até 24
HAE.

GUIMARAES-DIAS et al. (2012) mostraram que quando comparados 0s
cultivares Embrapa 48 e BR 16 cultivados em areia, sob condi¢cdes de déficit
hidrico, héa expresséao significativamente maior em Embrapa 48 que em BR 16,
de genes envolvidos com resposta a seca.

Além de atenuar a morte celular, a superexpressao de BiP exerce
aumento da tolerancia a seca em soja e atrasa a senescéncia foliar induzida
pela seca em soja e tabaco (VALENTE et al., 2009). Niveis elevados de BiP
exercem funcdo protetora contra déficit hidrico em plantas (ALVIM et al., 2001;
CAROLINO et al., 2003; VALENTE et al., 2009). A isoforma de BiP encontrada
no presente trabalho, uma banda em torno de 35 kDa presente em 0 HAE e 12
HAE, pode estar atuando em sinergia com outros mecanismos tornando o
cultivar Embrapa 48 resistente a seca, diferente do que podemos observar para
o cultivar BR16.
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7. CONCLUSOES

A identificacdo de genes que participam de vias de sinalizacdo que
culminam em morte celular programada (MCP) permitiu uma melhor
compreensao dos processos moleculares durante o desenvolvimento e
germinacdo da semente de soja. Neste trabalho analisamos o perfil de
expressdo global de genes em fases do desenvolvimento da semente. Esta
analise revelou uma maior expressdao dos genes em 4 e 12-14 DAF uma
reducgé&o ao final da embriogénese.

Genes referentes a dessecagdao possuem alta expressdo no final da
maturacdo, momento em que o teor de agua decai e 0 peso seco aumenta. A
enzima catalase, possui aumento na expressdo em semente quiescente,
confirmando seu papel no combate ao aumento de niveis de H202, visto que
sdo induzidas quando ha um burst oxidativo neste momento final do
desenvolvimento da semente. Esse burst oxidativo pode ser ocasionado por
diferentes condicbes de estresses ou em sinais de desenvolvimento da
semente.

O tegumento parece ser o tecido alvo da MCP, uma vez que maior
expresséo dos genes que codificam NRPs, VPES, metacaspases foi observada
durante o desenvolvimento do tegumento. Essas proteinas sdo consideradas
marcadores de morte celular, pois enviam sinal de MCP, para induzir fatores de
transcricdo NAC que estdo envolvidos no processo que desencadeiam MCP;
induzir o rompimento do vacuolo, que libera enzimas hidroliticas no citoplasma,
culminando em MCP; e regular positivamente a MCP induzida por estresses
bidticos e abidticos.

Além desses genes, analisamos também a regulacdo de BiP, uma
proteina descrita como atenuadora do sinal de MCP e, que confere tolerancia
ao estresse hidrico. Uma reducdo drastica na expressdo dos genes BiP foi
observada em sementes quiescentes. Ja durante a germinacdo, um aumento
progressivo de BiP foi observado em eixo embrionario. Assim, identificamos
diferentes isoformas de BiP em eixos embrionarios e cotilédones, quiescentes
e durante a germinagcédo de semente de soja dos cultivares BRS 284, BR 16 e
Embrapa 48. Encontramos um perfil similar de proteinas BiP nos cultivares

BRS 284 e BR 16 (susceptivel a seca) durante a germinacéo. Ja o cultivar
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Embrapa 48 (resistente a seca) apresentou um perfil de proteinas BiP diferente
dos demais. Além de atenuarem a MCP, as proteinas BiP, aumentam a
tolerancia a seca em soja, 0 que pode ser um dos fatores que contribuem para
o perfil de resisténcia a seca deste ultimo cultivar.

Esses resultados podem contribuir para melhor compreenséo dos genes
envolvidos nas vias de sinalizagdo que desencadeiam o processo de MCP

durante o desenvolvimento e germinacao de semente de soja.
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