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RESUMO

MIRANDA, SARA SANGI; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; fevereiro, 2022. Dinamica da regulacéo de genes associados a deposicéo
de calose em plantulas de soja submetidas a estresses bidticos e abidticos.
Orientadora: Clicia Grativol Gaspar de Matos; Conselheiros: Valdirene Moreira
Gomes e Thiago Motta Venancio.

As plantas estdo expostas constantemente a diversos estresses. Como sdo
organismos sésseis, elas desenvolveram mecanismos capazes de detectar as
variacfes ambientais e desencadear respostas especificas para minimizar o dano
sofrido. Entre os mecanismos de resposta ao estresse desencadeado pelas plantas
estd a deposicao de calose na parede celular. A calose € um polimero necessario
ao crescimento e desenvolvimento da planta. A calose é sintetizada por genes da
familia da calose sintase - Glucan Synthase Like (GSL) - e responde
dinamicamente a varios tipos de estresses, podendo inibir a infeccao patogénica,
no caso de estresses bidticos, e manter o turgor celular e enrijecer a parede, no
caso de estresses abioticos. Neste estudo, relatamos a identificacdo de 23 genes
GSL (GmGSL) no genoma de soja. Realizamos analises filogenéticas, predi¢do da
estrutura do gene, padrbes de duplicacdo e perfis de expressdo em varias
bibliotecas de RNA-Seq. Avaliamos a deposi¢ao calose e a atividade da B-(1,3)-
glucanase desencadeada pela flg22 e pelo manitol na parte aérea (segmento total
acima das raizes) e nas raizes de plantulas de soja. Mostramos que a calose é

induzida tanto pelo manitol quanto pela flg22 e esta relacionada a atividade de -

Xii



1,3-glucanases. Usamos PCR quantitativo em tempo real para analisar a expressao
dos genes GSL para determinar o papel desses genes durante a interacdo das
raizes de soja com manitol e flg22. O gene GmGSL23 foi regulado positivamente
tanto no estresse osmético quanto em resposta a infeccao por flg22, mostrando o
papel essencial desse gene na resposta de defesa da planta a organismos
patogénicos e ao estresse osmoético. Além disso, os genes GmGSL4 e GmGSL5
foram regulados positivamente na jungéo dos dois estresses. Nossos resultados
fornecem uma compreenséo importante do papel da deposicédo de calose e da
regulacao dos genes GSL em resposta ao estresse osmético e a infeccao por flg22

em plantulas de soja.

Palavras-chave: parede celular; GSL; expressao génica, estresse osmotico;
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ABSTRACT

MIRANDA, SARA SANGI; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; February, 2022. Dynamics of gene regulation associated with callose
deposition in soybean seedlings under biotic and abiotic stresses. Advisor: Clicia
Grativol Gaspar de Matos; Counselors: Valdirene Moreira Gomes e Thiago Motta
Venancio.

Plants are constantly exposed to different stresses. As they are sessile organisms,
they have developed mechanisms that are capable of detecting environmental
variations and triggering specific responses to minimize the damage suffered.
Among the stress response mechanisms triggered by plants is the deposition of
callose on the cell wall. Callose is a polymer necessary for plant growth and
development. Callose is synthesized by genes of the callose synthase family -
Glucan Synthase Like (GSL) - and dynamically responds to various types of stress,
being able to inhibit pathogenic infection, in the case of biotic stresses, and maintain
cell turgor and stiffen the wall, in the case of abiotic stresses. In this study, we report
the identification of 23 GSL genes (GmGSL) in the soybean genome. We performed
phylogenetic analyses, gene structure prediction, duplication patterns and
expression profiles on several RNA-Seq libraries. We evaluated callose deposition
and B-(1,3)-glucanase activity triggered by flg22 and mannitol in the shoot (total
segment above the roots) and in the roots of soybean seedlings. We show that
callose is induced by both mannitol and flg22 and is related to the activity of 3-1,3-
glucanases. We used real-time quantitative PCR to analyze the expression of GSL
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genes to determine the role of these genes during the interaction of soybean roots
with mannitol and flg22. The GmGSL23 gene was upregulated both in osmotic
stress and in response to flg22 infection, showing the essential role of this gene in
the plant's defense response to pathogenic organisms and osmotic stress. In
addition, the genes GmGSL4 and GmGSLS5 were upregulated at the junction of the
two stresses. Our results provide an important understanding of the role of callose
deposition and regulation of GSL genes in response to osmotic stress and flg22
infection in soybean seedlings.

Key words: cell wall, osmotic stress, flagellin, soybean
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1. INTRODUCAO

A populagdo mundial cresce a cada ano. Em 2050, € previsto que a
populacdo mundial chegue a 9,8 bilhdes de pessoas. Para alimentar tantas pessoas
nos préximos 30 anos, a agricultura devera pelo menos dobrar sua producéo (FAO,
2009; OECD-FAO, 2020). No entanto, a producao atual de alimento € insuficiente
para atender tal demanda. Além disso, as variacfes climaticas afetam diretamente
o rendimento das culturas (Ray et al., 2015). E improvavel que o desafio alimentar
seja enfrentado apenas por tecnologias convencionais de melhoramento, devendo
ser adotadas abordagens multidisciplinares visando ao aumento do rendimento e
a tolerancia das culturas vegetais (Varshney et al., 2018). Nesse sentido, um dos
atuais desafios da agricultura é aumentar o rendimento das culturas, utilizando
técnicas e estratégias que permitam a ampliacdo da qualidade e da producéo, nédo
agridam o meio ambiente e garantam a seguranca alimentar.

A parede celular vegetal responde dinamicamente a diversos estresses
bidticos e abioticos. A responsividade da parede celular a estresses bioticos esta
intrinsecamente relacionada a capacidade de reconhecer padrdes moleculares
associados a patégenos (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS). O
reconhecimento de patdégenos potenciais € possibilitado por receptores de
reconhecimento de padrbes (Pattern-recognition receptors, PRRS) localizados na
membrana plasmatica da planta. Apdés o reconhecimento, as células vegetais
desencadeiam um conjunto de respostas imunes e vias de sinalizacdo, como a

producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), compostos antimicrobianos e



espessamento da parede celular por deposicdo de calose (Dodds e Rathjen, 2010;
Malinovsky et al., 2014; Huang et al., 2019).

A responsividade da parede celular a estresses abioticos envolve diferentes
vias que atuam no remodelamento, afrouxamento e enrijecimento da parede. Essas
vias detectam os danos sofridos na parede causados pelo estresse e ativam uma
rede de reconhecimento e sinalizagcdo capazes de ativar diferentes mecanismos
gue véao desde a producdo de EROs até a ativacdo de genes especificos, como 0s
genes responsaveis pela biossintese de calose (Stass e Horst, 2009; Tenhaken,
2015; Gigli-Bisceglia et al., 2020).

Calose é um polimero de f-1,3-glucano com ramificagbes [(-1,6
depositado na parede celular vegetal. A deposicdo de calose € necessaria para o
crescimento e desenvolvimento da planta. Além disso, a deposicao de calose pode
ser induzida por varios estresses bidticos e abioticos. Em estresses bidticos, a
calose pode impedir o desenvolvimento do patdogeno e/ou da infeccdo. Em
estresses abioticos, a calose interage diretamente com as microfibrilas de celulose,
fortalecendo a parede celular e atuando nos mecanismos de manutencéo do turgor
celular (Ellinger et al., 2013; Cui e Lee, 2016; Wu et al., 2018; Wang et al., 2021b).

A calose é sintetizada na membrana plasmatica a partir da UDP-glicose por
genes pertencentes a familia da calose sintase (CalS ou GSL para Glucan
synthase-like). Os genes GSL ja foram investigados em varias espécies, como Vitis
vinifera (Yu et al., 2016), Citrus spp. (Granato et al., 2019), Zea mays (Niu et al.,
2021) e Arabidopsis thaliana (Richmond e Somerville, 2000; Verma e Hong, 2001b).
No entanto, esses genes ainda ndo foram identificados em soja, e pouco se sabe
sobre sua responsividade a estresses bioticos e abioticos.

Uma caracteristica comum entre os genes GSL é sua estrita regulacao
tecido-temporal, sendo influenciados por mecanismos regulatérios que controlam a
biossintese e a deposicao de calose. Horménios como o &cido salicilico e padrbes
moleculares, associados a patdgenos como flg22, sequéncia de 22 aminoacidos da
regido N-terminal da flagelina, sdo capazes de regular a deposicao de calose em
tecidos vegetais (Clay et al., 2009; Garcia-Andrade et al., 2011; Matern et al., 2019).

Em soja, o silenciamento do receptor para flg22 aumenta significativamente
a suscetibilidade das plantas de soja a Pseudomonas syringae. Além disso, a soja
desenvolveu versdes polimorficas de receptores flg22 que detectam os

polimorfismos do epitopo flg22 (Wei etal., 2020). A calose esta envolvida em varios



processos bioldgicos intrinsecos ao desenvolvimento da planta e em resposta a
diferentes estresses. No entanto, o conhecimento detalhado sobre os mecanismos
regulatérios de deposicao de calose em resposta a fl[g22, manitol e a interacéo entre
esses dois estresses ainda nado foi reportado para os membros da familia GSL em

soja.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais do cultivo de soja

A soja comumente cultivada pertence ao reino Plantae, filo Magnoliophyta,
classe Rosidea, ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, género
Glycine, espécie Glycine max (The Angiosperm Phylogeny Group 11, 2009). Tendo
sofrido duas duplicacbes do genoma ao longo da evolucao, a espécie tem 2n=40
cromossomos (Schmutz et al., 2010).

A grande expansdao da cultura da soja no Brasil teve inicio nas décadas de
80 e 90, apoiada pelos programas de melhoramento genético da soja, quando
foram desenvolvidas cultivares adaptadas a regido dos Cerrados, que hoje é a
maior regido produtora dos grdos no Brasil. A primeira caracteristica que
possibilitou a expansdo da soja para as regides do Centro-Oeste foi o periodo
juvenil longo, pois a planta ndo floresce durante o periodo juvenil, mesmo que as
condicBes climaticas existam, permitindo o crescimento e o desenvolvimento da
cultivar (Destro, 2001).

No Brasil, a soja é a cultura com a maior area plantada (Hubbs et al., 2017).
O estado do Mato Grosso € o maior produtor, correspondendo a cerca de 30% do
total produzido no pais (Figura 1). Em seguida, os estados do Parana e Rio Grande
do Sul com 19% e 13% do total, respectivamente. O Brasil ha alguns anos vem

sendo considerado a grande promessa no fortalecimento da produ¢ao mundial do



gréo devido ao manejo, a eficiéncia dos produtores e a pesquisa e desenvolvimento
de novas cultivares (OECD-FAQ, 2015).

I >0-0,2
BN >02-32
N >32-178
BN >17,8-357

Produgdo total*
135,5 milhdes de ton.

Area total semeada*
38,5 milhoes de hectares

Produtividade*

3.523 kg/ha

Fonte: Conab *‘Ndmeros estimados AFP .

Figura 1. Producdo de soja no Brasil na safra de 2020/21. O mapa exibe a
guantidade de graos de soja (em milhGes de toneladas) produzida em cada estado
brasileiro. Adaptado de CONAB (2021).

Na safra de 2019/20, a producdo mundial de soja caiu em razdo da
pandemia ocasionada pela COVID-19 e da consequente queda nos plantios nos
Estados Unidos. Entretanto, a América do Sul atingiu uma produgéo recorde e o
Brasil se tornou o maior produtor e exportador de soja do mundo (OECD-FAO,
2020).

Em 2021, foram produzidas 362,947 milhdes de toneladas do grdo em todos
0s continentes em uma area de 127,842 milhdes de hectares, sendo entéo, um dos
10 alimentos mais produzidos no planeta. Os maiores produtores de soja,
atualmente, s@o o Brasil, produzindo na safra de 2020/21 cerca de 135,5 milhdes



de toneladas do gréo, seguido dos Estados Unidos, com a producao de 112,549
milhGes de toneladas (USDA, 2020; CONAB, 2021; Dukhnytskyi, 2022).

No Brasil, os recentes avancos na producdo de soja se devem,
principalmente, a pesquisa e a tecnologia, manejo e recursos genéticos disponiveis.
No entanto, variacdes climéaticas extremas como seca, inundac¢des e aumento da
temperatura afetam diretamente a producéao das lavouras e demandam cada vez
mais de recursos e tecnologias que visem a mitigacao dos efeitos das mudancas
climaticas no rendimento da cultura. Nesse sentido, o desenvolvimento de culturas

tolerantes as variacfes climaticas é essencial para o valor nutricional e

produtividade da cultura.

2.2. Estratégias de adaptacdo das plantas em resposta aos estresses

ambientais

As variacOes climaticas e a ocorréncia de eventos climaticos extremos,
causados tanto por processos naturais quanto por fatores antropogénicos, afetam
diretamente a producdo das lavouras e sdo um dos principais desafios para o
rendimento das culturas (Ray et al., 2015). A ocorréncia de variacdes climaticas
como ondas de calor e frio, inundacfes e estiagens prolongadas ja podem ser
observadas em todo o planeta (Nordhaus, 2019). Estimativas do Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (Intergovernmental Panel on
Climate Change, IPCC), em 2021, indicam um aumento da temperatura de 1,5-4°C
no século XXI (Portner et al., 2021). E ainda, o0 aumento global da temperatura esta
diretamente associado as mudancas bruscas de temperatura e a intensificacao da
seca (IPCC, 2019).

Nos ultimos 20 anos, o Brasil passou por secas extremas em 2005, 2010 e
2015, além de eventos de inundacdes, principalmente nas regides Nordeste e Sul
do pais (Haddad e Teixeira, 2015; Avila et al., 2016). Varios estudos investigaram
0s impactos das variacdes climaticas no potencial produtivo da agricultura brasileira
e de suas commodities principais como o milho, cana-de-acUcar e soja (Battisti et
al., 2018; Caetano et al., 2018; Zilli et al., 2020). O impacto na produtividade das
lavouras de soja causado pelas mudancas climaticas ja explica a variabilidade de
30% no rendimento da cultura e pode resultar em uma queda na producgéo de até

40% até 2030 (Figura 2), além de uma reducéo de até 65% na area destinada a



producéo do grao, deslocando as principais regioes produtoras para o sudoeste da
Amazonia (Zilli et al., 2020).

Cerca de 50% das perdas de safra sdo consequéncia direta de estresses
abidticos, sendo 10% atribuidos & seca e até 20% ao estresse térmico (Ray et al.,
2015). Além de estresses abidticos, as plantas enfrentam a ameaca de diversos
patdgenos e ataque de pragas. As variagfes climéticas, além de modificarem o
habitat de possiveis organismos patogénicos, facilitam sua disseminacao (Atkinson
e Urwin, 2012). Além disso, estresses abidticos podem enfraguecer os mecanismos
de defesa das plantas e, consequentemente, aumentar sua suscetibilidade a

possiveis patdégenos (Suzuki et al., 2014).

SOJA
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Figura 2. Impacto das mudancgas climaticas na area plantada de soja no Brasil. Em
verde sédo exibidos os locais previstos como de baixo risco para o impacto das
variacbes. Em vermelho s&o os locais altamente vulneraveis as mudancas
climaticas. Adaptado de The World Bank (2020).



2.2.1. Estratégias de adaptacdo das plantas em resposta aos estresses

biéticos

Os estresses bidticos sdo causados por diversos organismos como ervas
daninhas, fungos, insetos, virus e bactérias (Saddique et al., 2018). Esses
organismos podem causar varios sintomas na planta, como a murcha,
apodrecimento das raizes e restringir o crescimento e o desenvolvimento
(Balachandran et al., 1997; Vats, 2018).

As doencas ocasionadas por fungos e bactérias sdo mais frequentes em
paises tropicais como o Brasil. Alguns fatores de patogenicidade, como proteinas
efetoras, enzimas que degradam a parede celular, toxinas e fitohormoénios,
permitem que essas bactérias sejam bem-sucedidas em seus ataques (Vats, 2018).
Para superar esses ataques, as plantas estabeleceram uma variedade de
mecanismos de resisténcia ja preestabelecidos, como a producdo de ceras e
outros gerados pelo ataque patogénico (Rejeb et al., 2014)

O ataque microbiano € reconhecido pelos receptores de reconhecimento de
padroes (Pattern Recognition Receptors, PRRS), localizados na membrana
plasmatica da planta. Os PRRs reconhecem o0s padrdes associados a
patdogenos/micrébios/danos (PAMP/MAMP/DAMPS) e podem ativar uma cascata
de mecanismos de defesa. Mecanismos como a deposi¢cao de calose, a producao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), a fortificacdo da parede celular, entre
outros, podem inibir a propagacéo patogénica (Malinovsky et al., 2014; Bacete et
al., 2018).

O reconhecimento do patdgeno resulta no influxo rapido de ions de célcio
(Ca?*) na célula e na producdo de EROs. As EROs produzidas em concentracdes
locais elevadas tém propriedades antimicrobianas diretas, enquanto em
concentracfes mais baixas, podem atuar como moléculas de sinalizacdo. Esses
eventos iniciais ativam uma via de sinalizacdo que envolve uma série de proteinas
especificas. A expressdo de alguns genes também é induzida rapidamente
(Kawano, 2003). A fortificacdo da parede celular € outra resposta de defesa
induzida. A fortificacdo da parede é feita pela formacéo de papilas diretamente no
local de penetragdo do patdgeno. Essas papilas séo principalmente compostas de

calose e lignina. A deposicédo de calose induzida dentro do plasmodesma também



pode bloquear o movimento de virus de célula para célula (Bellincampi et al., 2014;
Hofte e Voxeur, 2017; Wu et al., 2018).

Nas plantas, o0 PRR mais bem estudado é o FLS2, receptor da flagelina
bacteriana ou peptideo flg22, que consiste em um peptideo sinal N-terminal de 22
aminoacidos. O flg22 é percebido pelos receptores de membrana plasméticos e, a
partir de entdo, a planta desencadeia diferentes mecanismos de defesa. O flg22
tem sido amplamente utilizado como ferramenta de estudo para investigar os
diferentes mecanismos moleculares envolvidos na resposta de defesa vegetal
(Suarez-Rodriguez et al., 2007; Takai et al., 2008; Bethke et al., 2009; Tian et al.,
2020). Em Arabidopsis, a flg22 foi utilizada na descoberta dos mecanismos
moleculares envolvidos no reconhecimento do complexo FLS2-flg22 e na ativagao
do complexo imune receptor (Yadong et al., 2013). Em Citrus sp., a flg22 foi
utilizada na comparacdo de respostas de defesa em cultivares suscetiveis e

resistentes ao cancro citrico (Shi et al., 2015a).

2.2.2. Estratégias de adaptacdo das plantas em resposta aos estresses

abidticos

Inundacdes, salinidade, seca e o aumento da temperatura séao fatores que
afetam a planta, limitando seu crescimento e o desenvolvimento de suas principais
caracteristicas como altura, massa, area foliar, desenvolvimento floral, entre outros,
levando a uma diminui¢cdo no potencial produtivo e enfraquecendo os mecanismos
de defesa da planta. Além disso, as mudancas climatica afetam as plantas a nivel
molecular, modificando suas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas (Atkinson e
Urwin, 2012; Gray e Brady, 2016; Vats, 2018) (Figura 3).

Em relacdo as variacdes climaticas, o estresse osmotico afeta drasticamente a
producédo das culturas (Lgbal et al., 2020). Plantas sob déficit hidrico apresentam
baixo teor de agua nas folhas, baixa taxa de transpiracdo e, consequentemente,
diminuicdo do crescimento. Além disso, a seca prolongada prejudica muitas
fungBes celulares, como sintese de proteinas e assimilagdo de nitrogénio, além de
reduzir os teores de clorofila (Suzuki et al., 2014). Nos ultimos anos, devido ao
estresse hidrico, foi observada diminuigdo de 21% e 40% na producéo de trigo e

milho, respectivamente (Daryanto et al., 2016). Em plantas de soja, 0 estresse
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hidrico leva a uma reducao de 24-50% no rendimento dos grdos (Bauer, 2001,
Dong et al., 2019)

Respostas Respostas
Morfofisiologicas Bioquimicas

Estresse hidrico

. v
Reducdo da drea foliar Estresse ozcidativo.
Inibicao da fotossintesse Acumulagdo reduzida de ROS
Inibi¢do da divisdo celular Redugao da Sintese de proteinas especificas
Reducio do crescimento Produgao Regulagdo génica para prote¢ao
Esterilidade celular :
Perda do turgor Acumulagdo de ABA
Fechamento estomatico Baixa eficiéncia da rubisco

Figura 3. Resumo das respostas morfologicas, fisiologicas e bioguimicas
desencadeadas pelo estresse hidrico em plantas. As respostas morfofisioldgicas
resultam na reducao do crescimento da planta. As respostas bioquimicas englobam
uma série de respostas celulares e moleculares. Adaptado de Barnabas (2008) e
Kumar (2018).

A salinidade, seca e congelamento provocam estresse osmético na planta.
ApOs a exposicao ao estresse osmotico, as plantas desencadeiam uma gama de
repostas morfoldgicas, fisiolégicas e moleculares. O estresse osmatico é capaz de
provocar a desidratacdo, que resulta em alterac6es nas propriedades lipidicas da
membrana, levando a peroxidacdo lipidica. A ocorréncia da peroxidacao lipidica na
membrana pode provocar o comprometimento dos receptores ligados a membrana
e 0 aumento da permeabilidade inespecifica (Hoffmann e Dunham, 1995; Xiong e
Zhu, 2002; Upadhyaya et al., 2013).

Quando submetidas ao estresse osmoético, a parede celular € um dos
primeiros componentes da planta a ser afetado. Em plantas de trigo, o estresse
osmoético reduziu os teores de celulose e hemicelulose, afetando as propriedades
mecanicas da parede, promovendo o relaxamento da parede (Wakabayashi et al.,
1997). Em plantulas de arroz, estresse osmoético aumentou a atividade de

peroxidases, suprimiu o0 enrijecimento da parede e reduziu progressivamente o



11

tamanho das raizes (Lin e Kao, 2002). Como resposta de defesa ao estresse
osmotico, foi evidenciada a deposicédo de calose na parede celular na regido dos
plasmosdesmos, exercendo papel da regulacéo da permeabilidade (Volgger et al.,
2010; Leijon et al., 2018; Hunter et al., 2019). Além disso, foi evidenciado que a
calose desempenha um papel essencial na reducdo da plasmdlise celular em

solugdes hipotdnicas (Xie et al., 2012).

2.3. Parede Celular Vegetal

Entre os diversos aspectos das plantas, a parede celular define a rigidez e
a morfologia da célula, controla a expansao celular, faz o0 transporte e a
comunicacdo intercelular e confere protecdo a diferentes estresses bioticos e
abioticos (Varner e Lin, 1989; Cosgrove, 2016a; Houston et al., 2016).

A parede celular vegetal fica localizada na matriz extracelular, que é
composta por agua, um dos determinantes das propriedades fisicas da parede, e
compostos soluveis. Morfologicamente, a parede celular é composta por trés
diferentes estruturas: a lamela média, a parede primaria e a parede secundaria
(Figura 4). A estrutura e a composicao de cada componente da parede celular
podem variar de acordo com o tecido, conforme o estagio de desenvolvimento e a
medida do estresse sofrido pela planta (Varner e Lin, 1989; Sgrensen et al., 2010;
Cosgrove, 2016b).

A lamela média, constituida majoritariamente por polissacarideos pécticos,
€ uma membrana flexivel e permeavel que conecta as células (Zamil e Geitmann,
2017). A parede primaria € composta por microfibrilas de celulose, principal
componente estrutural responsavel pela resisténcia mecanica, que fornece forca,
resisténcia e flexibilidade a célula; hemiceluloses, polissacarideos flexiveis capazes
de se ligarem a superficie das microfibrilas de celulose formando uma rede
resistente e maleavel; pectinas, polissacarideos que auxiliam na extensibilidade da
parede e evitam seu colapso; e proteinas estruturais que auxiliam na manutencao
das funcbes da parede (Albersheim et al., 2010; Haas et al., 2021; Hoffmann et al.,
2021; Zhang et al., 2021).

A parede celular secundaria, constituida majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina, € formada quando se inicia o processo de diferenciagédo

celular. A parede secundaria pode ser dividida em trés camadas distintas (S1,S2 e
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S3) que diferem entre si estruturalmente pela orientacdo das microfibrilas de
celulose (Cosgrove, 2005). As células vegetais podem ndo apresentar parede
celular secundaria, dependendo do tipo de tecido.
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Figura 4. Modelo esquematico da parede celular vegetal. O modelo apresenta os
principais constituintes da parede celular priméaria e secundaria. Adaptado de Zhao,
20109.

A parede celular vegetal € um compartimento metabdlico ativo que tem a
capacidade de alterar seus componentes, dependendo do tecido e do estagio de
desenvolvimento da planta. Além disso, a parede celular vegetal responde
ativamente a estresses bibticos e abidticos, fornecendo protecdo para a planta
(Lashbrook e Cai, 2008; Krzestowska, 2011; Hamann, 2012; Houston et al., 2016;
Hoffmann et al., 2021).

A capacidade da parede celular de alterar seus componentes e responder
ativamente a diferentes fatores foi descrita como “plasticidade da parede celular”.
A plasticidade envolve um mecanismo que monitora a integridade da parede

celular. Quando a planta é exposta a algum estresse, pode ocorrer algum dano ou
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comprometimento da parede celular. A partir de entdo, a parede pode sofrer uma
leve tensdo ou até mesmo liberar fragmentos (Doblin et al., 2014; Vaahtera et al.,
2019; Gigli-Bisceglia et al., 2020). Esses danos séo rigorosamente monitorados
durante os estresses bidticos e abibticos e sdo capazes de desencadear uma
cascata de mecanismos de resposta de defesa da planta (Hamann, 2012; Houston
et al., 2016; Rui e Dinneny, 2020).

Tanto o estresse bibtico quanto o abidtico causam danos a parede celular,
no entanto eles agem de modos diferentes. Os estresses abio6ticos sdo em grande
parte sistémicos e 6rgaos inteiros estdo expostos a seus efeitos. Ja em estresses
bidticos, o dano na parede celular é geralmente localizado. Em estresses biéticos,
a parede celular serve como uma barreira estrutural, impedindo e/ou retardando o
ataque do patogeno, bem como desencadeando uma resposta de defesa ativa.
Durante a infeccéo, como resultado da degradacao, a parede celular pode liberar
elicitores. A planta reconhece esses elicitores através da membrana plasmética e
pode desencadear uma cascata de sinalizacdo, que promove inumeras respostas
de defesa. Uma resposta de defesa comum é o reforco estrutural da parede celular
tanto para resisténcia a pressédo quanto para resistir a hidrélise enzimatica gerada
pelo patégeno (Houston et al., 2016). Entre os mecanismos de refor¢co da parede
celular utilizados pela planta, esta a deposicdo de calose nos locais de infeccao
(Luna et al., 2011; Underwood, 2012; PirSelova e MatuSikova, 2013).

Estresses abidticos afetam o potencial hidrico da célula e,
consequentemente, a pressado de turgescéncia. Como as paredes primarias sao
altamente hidratadas, o potencial hidrico influencia na organizacdo da parede,
interacdo dos polimeros e ligacéo fisica entre a parede e a membrana plasmatica.
Essas mudancas induzidas pelo estresse sdo percebidas pela célula e podem
desencadear diferentes respostas no intuito de amenizar o dano sofrido (Figura 5)
(Tenhaken, 2015; Sun et al., 2019).

O estresse abiodtico pode ocasionar em danos a parede celular, causando
seu afrouxamento, ativando diferentes vias de respostas. Na via de sinaliza¢céo por
EROs, o influxo de Ca?* ativa a oxidase de exploséao respiratoria (RBOH), que leva
a producdo de EROs. A atividade das EROs, combinada com a atividade das
peroxidases, promove a reticulagdo oxidativa das extensinas e a sinalizagao para
induzir o enrijecimento da parede celular. Na via de sinalizagéo de reconhecimento

by

de danos a parede celular, sensores como a Feronia (FER) interagem para
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promover a producdo de EROs. A FER também responde aos danos a parede
celular e influencia o influxo de Ca2*. As quinases, associadas a parede (WAKS),
podem se ligar as pectinas e iniciar a sinalizacdo via proteinas para regular as
invertases vacuolares e a manutencao do turgor. As proteinas arabinogalactanas
do tipo fasciclina (FLAs) podem influenciar a biossintese e/ou deposicdo de
celulose em resposta ao estresse (Figura 5) (Bacete et al., 2018; Novakovic et al.,
2018; Zhao et al., 2019; Rui e Dinneny, 2020).
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Figura 5. Modelo esquematico das interacdes e vias de sinalizacdo durante um
estresse abidtico. Durante a interacdo da planta com o estresse trés diferentes vias
de sinalizacdo podem ser ativadas: via de sinalizacao por EROs, Reconhecimento
de Danos a parede celular e a sinalizagdo hormonal. Adaptado de Novakovi¢
(2018).

Na via de sinalizacdo hormonal, o regulador da sinalizacdo do
brassinosteroide (BR), brassinosteroid insensitive 2 (BIN2) pode fosforilar a
celulose sintase A (CESA) e reduzir a atividade do CESA. BR regula negativamente

BIN2 para ativar o fator de transcricdo BES1 e regular genes relacionados ao
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afrouxamento da parede celular. O ajuste e o equilibrio de todas essas vias de
sinalizacdo sao capazes de regular o enrijecimento e o afrouxamento da parede
celular para modular a tolerdncia aos difrentes estresses. Outros mecanismos
também podem estar envolvidos no processo (Novakovi¢ et al., 2018; Zhao et al.,
2019; Rui e Dinneny, 2020).

2.4. Calose

A calose é um polimero de [-1,3-glucano com ramificagdes [3-1,6
associadas a parede celular vegetal. A deposicao de calose é necessaria para o
crescimento e desenvolvimento das plantas e esta envolvida em varios processos
biologicos. A calose desempenha um papel essencial no transporte intercelular
(Nedukha, 2015), citocinese (Davis et al., 2020), crescimento e desenvolvimento da
inflorescéncia (Barratt et al., 2011; Paterlini et al., 2021), padronizacao celular
(Chenetal., 2009), desenvolvimento do tubo polinico (Cai et al., 2011), organizacéo
da celulose (Abou-Saleh et al., 2018) e regulacao dos plasmodesmos (Wu et al.,
2018).

Além do seu papel no desenvolvimento normal da planta, a deposicéao de
calose pode ser induzida por varios estresses bioticos e abioticos. Sob condicfes
estressantes, a calose interage diretamente com as microfibrilas de celulose,
fortalece a parede celular e pode impedir a penetracdo microbiana ou inibir o
desenvolvimento de patégenos (Ellinger et al., 2013; Cui e Lee, 2016; Wu et al.,
2018; Wang et al., 2021b; Guo et al., 2022). Em estresses abioticos, a calose atua
como via de sinalizacédo ao estresse (Cui e Lee, 2016), além de participar do seu
mecanismo de tolerancia (Stass e Horst, 2009; Feng et al., 2021).

A biossintese da calose ocorre na membrana plasmatica, usando UDP-
glicose como substrato, por um complexo denominado calose sintase (CalS ou GSL
para Glucan Synthase-Like) (Figura 6). A regulacéo da atividade da enzima calose
sintase é realizada por proteinas Rho (ROP), sacarose sintase (SuSy), UDP-glicose
transferase (UGT1), anexina (ANN) e outras subunidades que formam um
complexo funcional ativo para desempenhar um papel catalitico (Verma e Hong,
2001a). As proteinas GSL tém alto peso molecular, contendo 14-16 dominios
transmembranares agrupados nas regioes N-terminal e C-terminal que deixam uma

alca hidrofilica central voltada para o citoplasma. As proteinas SuSy e UGT1 se
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ligam a essa alca hidrofilica, na qual SUSY ir4 degradar a sacarose em UDP-
glicose. Entdo, UDP-glicose, substrato para a reacédo, é transferida para o sitio
catalitico através da UGT1 (Verma e Hong, 2001a; Schneider et al., 2016; Wang et
al., 2020).

Em geral, os genes GSL tém de 40 a 50 éxons, com exce¢do dos genes
gue tém de dois a trés éxons, e codificam proteinas com cerca de 2.000
aminoacidos. Os genes GSL ja foram identificados em varias espécies como videira
(Yu etal., 2016), milho (Niu et al., 2021), algodao (Feng et al., 2021), Citrus sinensis
(Granato et al., 2019), Brassica rapa (Pu et al., 2019), Brassica napus (Liu et al.,
2018), Physcomitrella patens (Schuette et al., 2009) e Arabidopsis thaliana
(Richmond e Somerville, 2000; Verma e Hong, 2001a).

cp
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Figura 6. Representacdo esquematica das subunidades que atuam como
reguladores da B-1,3-glucano sintase. Ropl e UGT1 interagem com proteinas
semelhantes a anexina (ANN) e podem modular a atividade do complexo calose
sintase, enquanto a sacarose sintase (SuSy) pode fazer parte do complexo para
fornecer substrato para a sintese de calose. G, potenciais sitios de glicosilacédo. CP,
locais de fosforilacdo. TP, locais potenciais de fosforilagdo de tirosina; PRD,
dominio rico em prolina.

Em Arabidopsis, 12 genes GSL foram divididos em dois grupos principais de
acordo com seus papéis biolégicos. O maior grupo, que inclui os genes AtGSL1,
AtGSL2, AtGSL6, AtGSL8 e AtGSL10, estd envolvido principalmente na

biossintese de calose durante a divisdo celular e a fertilidade da planta. O grupo
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menor inclui os genes AtGSL5, AtGSL7 e AtGSL12 e esta envolvido no reforgo
estrutural da parede celular. O papel dos outros membros ainda néo foi
determinado. No entanto, 0os genes podem desempenhar papéis redundantes. Por
exemplo, o gene AtGSL5 € responsavel pela biossintese de calose induzida por
patdgenos e desempenha um papel essencial no desenvolvimento do poélen (Verma
e Hong, 2001a; Chen et al., 2009).

A deposicéo de calose, extremamente crucial para a tolerancia das plantas,
€ uma resposta que visa a isolar localmente o impacto de estresses bidticos,
servindo como uma barreira fisica (Brown, 2004; Underwood, 2012). No entanto, a
calose também esta envolvida na resposta a estresses abidticos. Durante a
germinacao, a calose foi relacionada com o aumento da tolerancia ao estresse
salino (Hunter et al., 2019). A calose também é depositada em resposta a metais
danosos como o aluminio e atua como uma base da capacidade da planta de
manter o crescimento das raizes em condi¢des estressantes (O’Lexy et al., 2018).

O estresse hidrico € um dos agentes que mais afetam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas ocasionando, entre outros, a esterilidade masculina e
a deficiéncia do aparato fotossintético. Em plantas de algodao, a deposicao de
calose atua como uma das primeiras respostas da planta aos estresses hidrico,
térmico e salino (Gao et al., 2020; Feng et al., 2021). Em plantas de cevada, a
escassez de agua aumentou os niveis de calose e atua como uma protecao
induzida (Ahmed et al., 2014).

Uma caracteristica comum entre os genes GSL é sua estrita regulacao
tecido-temporal, sendo influenciada por mecanismos regulatérios que controlam a
biossintese e a deposicéo de calose. Na defesa contra infec¢cdes bacterianas, as
plantas tém um receptor de membrana, denominado FLS2, que pode se ligar a um
fragmento da flagelina bacteriana e desencadear respostas imunes (Hunter et al.,
2019; Tian et al., 2020). Padrdes moleculares associados a patdgenos como a
flg22, sequéncia de 22 aminoacidos da regido N-terminal da flagelina, se ligam aos
receptores FLS2 da planta e sdo capazes de regular a deposi¢do de calose nos
tecidos vegetais (Clay et al., 2009; Garcia-Andrade et al., 2011; Matern et al., 2019).

A deposicdo de calose, desencadeada por PAMPs como a flg22, é
altamente estudada em Arabidopsis (Bethke et al., 2009, 2011; Yadong et al., 2013;
Cui et al.,, 2018). Em soja, o silenciamento do receptor para flg22 aumenta

significativamente a suscetibilidade a Pseudomonas syringae (Jin e Mackey, 2017;



18

Tian et al.,, 2020). Além disso, a soja desenvolveu versdes polimorficas de
receptores flg22 (Wei et al., 2020) e é capaz de regular genes especificos (Delgado-
Cerrone et al., 2018a).

A calose esta envolvida em varios processos biolégicos intrinsecos ao
desenvolvimento da planta, resposta a estresses abibticos e em resposta a ataques
de organismos patogénicos, porém o conhecimento detalhado sobre os
mecanismos moleculares reguladores da deposi¢céo de calose em resposta a flg22,
ao estresse osmatico e a estresses simultaneos ainda nao foi fornecido para todos

os membros da familia GSL em soja.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar os genes relacionados a sintese de calose no genoma de soja
através de ferramentas de bioinforméatica e analisar a sua expressdo com a
deposicdo de calose em plantulas de soja em resposta a estresses bioticos e

abidticos.

3.2. Objetivos especificos

-ldentificar, anotar e caracterizar os genes relacionados a calose no
genoma de soja.
-Caracterizar fenotipicamente as plantulas de soja submetidas ao estresse

por flg22, manitol e a combinac¢éo dos dois estresses.

-Caracterizar morfologico-tecidualmente a deposicao de calose nas raizes
de soja quando submetidas aos estresses por flg22, manitol e a combinacéo dos

dois estresses.

-Avaliar a expressao de genes-chave da biossintese de calose em plantulas
de soja submetidas ao estresse por flg22, manitol e a combinacdo dos dois

estresses.

-Analisar a atividade da enzima B-1,3-glucanase envolvida na resposta aos

estresses por flg22 e manitol e a jungéo dos dois estresses.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Identificacéo dos genes da familia GSL no genoma de soja

Para identificar e anotar os genes GSL, foi utilizado o genoma de soja
(Glycine max) disponivel no banco de dados Phytozome v12.1
(https://phytozome.jgi.doe.gov/). O perfil Hidden Markov Model (HMM) do dominio
GSL, Glucan_synthase (PF02364), disponivel no banco de dados Pfam
(http://pfam.xfam.org/), foi utilizado como query na pesquisa de Alinhamento Local
Basico (BLASTp) (Altschul et al., 1997) para proteinas GSL. Todas as sequéncias
contendo o dominio GSL foram previstas como candidatas.

Para verificar a integridade do dominio, as sequéncias foram analisadas no
banco de dados Simple Modular Architecture Research Tool 7.0 (SMART)
(https://smart.embl-heidelberg.de) (Richmond, 2000), combinado com o Pfam 33.1
(Mistry et al.,, 2021) e o banco de dados NCBI Batch CD-Search
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi). As sequéncias sem o0

dominio foram desconsideradas das andalises.

4.2. Andlise da estrutura génica e dominios proteicos conservados

A estrutura dos genes GSL foi construida com base na sequéncia de
codificacdo, na fase de introns, no comprimento e no nimero de éxons, disponivel

no Phytozome v12.1, utilizando a ferramenta Gene Structure Display Server
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(GSDS) 2.0 (Hu et al., 2015).

Para identificar os dominios proteicos conservados, foram utilizados os
bancos de dados SMART e Pfam 33.1 (Mistry et al., 2021). O servidor TMHMM
v.2.0 (cbs.dtu.dk/servicessTMHMM-2.0/) foi utilizado para estimar o niamero de

dominios helicoidais transmembrana (TMHSs).

4.3. Anélise filogenética da familia GSL

As relacdes filogenéticas da familia de genes GSL foram investigadas por
meio do alinhamento de sequéncias multiplas, construido utilizando o ClustalW (Li,
2003), de 75 proteinas GSL de G. max, A. thaliana, Vitis vinifera, Citrus sinensis,
Phaseolus vulgaris e Physcomitrella patens, baixados do banco de dados
Phytozome v12 .1.

A arvore filogenética de maxima verossimilhanca para todas as sequéncias
de proteinas GSL foi gerada de acordo com o modelo de melhor ajuste (modelo
Jones-Taylor-Thornton +F+ | + G4), fornecido pelo ModelFinder (Kalyaanamoorthy
et al., 2017) do servidor IQ-TREE (Nguyen et al., 2015). O suporte estatistico para
ramos internos foi estimado por andalise de bootstrap (1000 réplicas). A arvore
filogenética foi visualizada e editada no software FigTree v1.4.3

(http:/itree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

4.4. Duplicacdo génica e estimativa das taxas de substituicdo sindnimas e

ndo sindnimas dos genes GSL em soja

As informac0fes sinténicas de soja foram obtidas pelo banco de dados Plant
Genome Duplication Database (PGDD) (Lee et al., 2017). O kit de ferramentas
Multiple Collinearity Scan (MCScanX) (Wang et al., 2012) foi empregado para
identificar os possiveis eventos de duplicacdo, analisar as relacdes de
colinearidade e a taxa de substituicdo ndo sindnima (Ka) e sindnima (Ks) de pares
de genes duplicados. Para cada par de genes duplicado, o tempo de duplicagéo
(milhdes de anos atras, Mya) foi medido utilizando a taxa Ks de substituicées A por

sitio sinbnimo por ano, dada pela formula T =Ks/2A (A =6,5 x 10-9).
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4.5. Andlise de perfil de expressédo de genes GSL em soja

Depois de identificados os genes envolvidos na biossintese de calose,
foram utilizadas 1.298 bibliotecas de transcriptoma de soja disponiveis no Soybean
Expression Atlas (Brum Machado et al., 2020). As bibliotecas foram mapeadas aos
genes GSL anotados anteriormente. A expressao dos genes foi medida em
transcritos por milh&do (TPM), transformados em log2 e exibidos em mapas de calor,
usando a funcdo heatmap.2, disponivel no pacote gplots do R (Keen, 2018).

4.6. Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

4.6.1. Tratamento com flg22

Sementes de soja (cultivar BRS 284), cedidas pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, foram esterilizadas superficialmente em hipoclorito de
soédio a 2% durante 1 minuto. Logo apds, as sementes foram lavadas em agua
destilada estéril (trés vezes). Em seguida, as sementes foram cultivadas em tubos
estéreis contendo 20 ml de meio basal solido Murashige e Skoog (MS) com
vitaminas (PhytoThechnologiy Laboratories) (pH 5,8). Os tubos foram lacrados com
fita microporosa e acomodados em incubadora bioquimica de demanda de oxigénio
(BOD) a 28 ° C com fotoperiodo de 12/12 h e intensidade de luz de 100 pmol m-2
s-1 por sete dias (Figura 7).

Apés sete dias de crescimento, o0 meio MS foi substituido por 20 mL de meio
liquido MS fresco suplementado com o peptideo flg22 (GenScript, Piscataway, NJ,
U.S.A) (Felix et al., 1999) na concentracao final de 1 uM (Figura 7D). Para o
tratamento controle, o meio MS foi suplementado com agua ultrapura (Figura 7A).
O tratamento com FIg22 foi continuado por 24 horas. Plantulas controle foram
mantidas em meio MS pelo mesmo tempo. Ao final das 24 h, as plantulas tiveram
suas raizes seccionadas para andlises posteriores. Para a andlise foliar, as
plantulas com 7 dias de idade, cultivadas conforme descrito anteriormente, tiveram
suas folhas seccionadas e imersas em 5 mL de agua contendo Tween20 a 0,05%
e flg22 na concentracéo final de 1 uM. Para o tratamento controle, foi utilizada agua
ultrapura. ApGs 24 horas de tratamento, as folhas foram seccionadas para analises

posteriores.
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Figura 7. Modelo esquematico detalhando as condicbes de crescimento das
plantulas de soja utilizadas para analise. (A) Detalhes do tratamento das plantulas
controle, sem nenhuma condicdo estressante. (B) Detalhes do tratamento das
plantulas controle, crescidas durante 7 dias no meio com manitol, porém sem flg22.
(C) Detalhes do tratamento das plantulas com flg22. (D) Detalhes do tratamento
das plantulas tratadas durante 7 dias no meio com manitol e posteriormente 24h
com flg22.

4.6.2. Tratamento com manitol

Para o tratamento com manitol, as sementes de soja (cultivar BRS 284),
cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, foram esterilizadas
como descrito anteriormente. Em seguida, as sementes foram cultivadas em tubos
estéreis contendo 20 ml de meio basal sélido Murashige e Skoog (MS) com

vitaminas (PhytoThechnologiy Laboratories) (pH 5,8) e 200mM de manitol (297 %,
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Sigma-Aldrich) (Figura 7E). Para o tratamento controle, as plantas foram cultivadas
em meio MS sem a presenca de manitol (Figura 7B). Os tubos foram lacrados com
fita microporosa e acomodados em incubadora bioquimica de demanda de oxigénio
(BOD) a 28 ° C com fotoperiodo de 12/12 h e intensidade de luz de 100 pmol m-2
s-1 por sete dias. ApOs sete dias, as plantulas tiveram suas raizes e folhas

seccionadas para as analises posteriores.

4.6.3. Tratamento com manitol e flg22

Para o tratamento com manitol e flg22, as sementes de soja (cultivar BRS
284), cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, foram
esterilizadas como descrito anteriormente. Posteriormente, as sementes foram
cultivadas em tubos estéreis contendo 20 ml de meio MS e 200mM de manitol
(297%, Sigma-Aldrich). Os tubos foram lacrados com fita microporosa e
acomodados em incubadora bioquimica de demanda de oxigénio (BOD) a 28 ° C
com fotoperiodo de 12/12 h e intensidade de luz de 100 umol m-2 s-1 por sete dias.
Apos sete dias de tratamento com manitol, 0 meio MS com manitol foi substituido
por 20 mL de meio liquido MS fresco suplementado com o peptideo flg22 na
concentracédo final de 1 uM (Figura 7F). Para o tratamento controle, o meio MS foi
suplementado com agua ultrapura (Figura 7C). O tratamento com a presenca de
flg22 foi continuado por 24 horas. Transcorridas as 24 horas, as plantulas tiveram

suas raizes e folhas seccionadas para futuras analises.

4.7. Processamento das sementes de soja e observacdo microscopica

Segmentos radiculares (x 5 mm) das plantulas de todos os tratamentos
descritos anteriormente foram fixados em solucédo de Karnovsky (Karnovsky, 1964)
por 24 h. Apos a fixacdo, os segmentos foram lavados em tampéo cacodilato de
sédio 0,05 M (pH 7,2) e desidratados em série alcodlica de 10 a 100% durante 1h
em cada série. Posteriormente, os segmentos foram infiltrados com historesina
(Historesina Leica) e incluidos em resina pura. Os blocos foram cortados em secfes
de 5 ym, usando um micrétomo rotativo (RM 2135, Leica).

As secOes transversais foram aderidas a laminas histologicas e coradas

com azul de anilina 0,1% em tampao de fosfato de potassio 150 mM (pH 9,5) por
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10 min, lavadas com agua destilada e examinadas em um microscépio DIC
(Axioplan Imager.A2, Zeiss), equipado com um filtro fluorescente DAPI_BFP
(comprimento de onda de excitacdo 390 nm, emissao 461 nm). As imagens foram
fotografadas com objetiva de 20X e os dados, analisados com o software interativo
Axiovision versao 4.0 (Zeiss).

4.8. Ensaio de H20:2 e concentracao relativa de ROS

O ensaio de H20: e a concentracdo relativa de espécies reativas de
oxigénio (ROS) foram feitos apenas para as plantulas tratadas com flg22. Apos o
crescimento das plantulas por sete dias, conforme descrito anteriormente, o meio
MS foi substituido por um novo suplementado com flg22. Apés 30 minutos de
tratamento, as plantulas tiveram suas raizes seccionadas. Para as folhas, apos o
crescimento das mudas por sete dias, as mudas tiveram suas folhas seccionadas
e colocadas em uma placa de Petri contendo agua estéril, 0,05% tween20 e 1uM
flg22 por 30 min. Folhas e raizes foram lavadas com agua destilada estéril e
imersas em solugado de 0,5% de 3 ' diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) em
tampdo MES 10 mM (pH 6,5) e infiltradas sob vacuo por 10 minutos. Em seguida,
as folhas e as raizes foram incubadas por 8 horas na auséncia de luz.
Posteriormente, as folhas foram colocadas sob a luz até o aparecimento de
manchas marrons caracteristicas. Para o clareamento, as folhas foram fervidas em
solucéo de etanol 80% (3:1) de acido acético.

A concentragcdo dos niveis de ROS foi determinada medindo a
fluorescéncia do diacetato de 2 ', 7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich,
Alemanha) conforme descrito por Kong et al. (2013) com pequenas modificacdes.
Para isso, segmentos de raizes e folhas (3 mg) tratados por 30 min com flg22 foram
seccionados e lavados em tampéo salino tamponado com fosfato (PBS) pH 7 e, em
seguida, transferidos para uma placa de ELISA contendo 200 ul de tampéo fresco
e 10 uM de DCFH-DA. A placa foi incubada por 20 min a 25 ° C e, em seguida, a
fluorescéncia foi lida em espectrofotbmetro com comprimento de onda de excitacédo
de 485 nm e emissao de 528 nm. A concentracdo relativa de ROS foi expressa

como fluorescéncia relativa de DCF por g de tecido fresco (g-! FT).
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4.9. Extragdo e determinacao de calose

O conteldo de calose foi extraido e determinado conforme descrito por Voigt
et al., (2006) com pequenas modificacdes. A parte aérea e as raizes de todos os
tratamentos descritos anteriormente foram lavadas em &gua desionizada. Em
seguida, os tecidos foram macerados em pildo contendo nitrogénio liquido. Os
tecidos macerados, 50 mg, foram embebidos em etanol 96% e centrifugados a 28
° C a 12.000 g por 20 min. Apos centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o
pellet, dissolvido em 200 pl de NaOH 1 M e incubado a 80 ° C por 30 min. Apés a
incubacédo, o material foi centrifugado em temperatura ambiente a 12.000 g por 20
min. O sobrenadante foi usado para a determinagéo do contetudo de calose.

A concentracao de calose foi determinada pela adicdo de 50 ul do produto
de extragao em 200 pl de mix de azul de anilina (Shedletzky et al., 1997) pipetados
em uma placa de microtitulacdo. A placa foi incubada a 50 °C por 30 min e,
subsequentemente, a temperatura ambiente por 30 min sob condi¢cdes de agitacao.
Posteriormente, a fluorescéncia foi quantificada em um leitor de placas, Synergy™
HT, usando o comprimento de onda de excitacdo de 360 nm e emissao de 460 nm.
Para cada amostra, as intensidades de fluorescéncia na auséncia do produto de
extracdo (autofluorescéncia) foram subtraidas. Todas as medidas foram feitas trés
vezes com pelo menos trés repeticdes cada. A concentracdo de calose foi expressa

em fluorescéncia relativa de azul de anilina por mg de tecido.

4.10. Ensaio de atividade da enzima B-1,3-glucanase

A atividade da B-1,3-glucanase foi determinada, para todos os tratamentos,
parte aérea e raizes, utilizando laminarina oriunda da Laminaria digitata (Sigma-
Aldrich) (Ramada et al., 2010) de acordo com o método descrito por Fink et al.
(1988). Para isso, as amostras de parte aérea e raiz foram maceradas em
nitrogénio liquido. Apés a maceracao, foram adicionados 10 mg de cada amostra
em 500 pL de tampdo fosfato de sodio monobéasico (100mM) pH 7,6.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas durante 1 h em vértex a 4 °C.
Depois de homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas (10.000 rpm) durante

10 minutos a -4 °C. Em seguida, o sobrenadante de cada amostra foi coletado e
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armazenado em microtubos e o extrato proteico, quantificado em espectrofotdmetro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific).

Para o ensaio da atividade enzimatica, foram adicionados a tubos de ensaio
30 ug de extrato proteico e 125 ul de laminarina (2 mg |-t em tamp&o de acetato de
sédio 50 mM, pH 5,0) ajustada para um volume final de 500 uyl com tampéao de
acetato de sodio 50 mM pH 5,0. Em seguida, os tubos de ensaio foram incubados
a 37 °C por 12 horas. Apo6s a incubacgéo, 500 ul de reagente de cobre foram
adicionados e fervidos por 10 minutos. Apdés o resfriamento a temperatura
ambiente, 1000 pl de reagente arsenomolibdato foram adicionados (Nelson, 1944).
As amostras foram lidas em espectrofotometro a 500 nm. Para determinar o
controle (branco) da reacéo, os extratos foram substituidos por tampao de ensaio.
A atividade da [B-1,3-glucanase foi definida como unidade de atividade por
miligrama de extrato proteico (UA/mg PE).

4.11. Extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR quantitativa em tempo real

O RNA total foi extraido das amostras de raizes de todos os tratamentos
descritos anteriormente (com flg22, manitol, mannitol e flg22) e seus respectivos
tratamentos controle, utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen; Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, EUA), seguindo as instru¢cbes do fabricante. A
concentracdo e a integridade do RNA extraido foram estimadas utilizando um
espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific). Amostras
de RNA com razdes 260/280 e 260/230 de 1,8-2,0 foram usadas para 0s
experimentos posteriores.

A sintese de cDNA foi feita utilizando o kit de sintese GoScript™ Reverse
Transcription System (Promega, Madison, WI, EUA), utilizando 5 pg de RNA total
e de acordo com o protocolo do fabricante. Os iniciadores (primers) utilizados
(Tabela S1) foram construidos usando a ferramenta Oligo Analyzer da Integrated
DNA Technologies (IDT). O PCR quantitativo (qPCR) foi executado usando o
StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As amplificac6es foram
feitas em uma placa de 48 pocos, usando um volume final de 15 pl, contendo 0,75
pl (0,5 pM) de cada primer direto e reverso, 7,5 de SYBR Green, 3 yl de cDNA e 3

Ml de agua ultrapura.
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O gene modificador semelhante a ubiquitina (SUMO) e o S-
adenosylmethionine synthase 4 (METK4) foram utilizados como controle interno.
Cada par de primer foi avaliado por meio da analise da curva de melting. A
expressao relativa foi definida usando o método 2-AACt (Livak e Schmittgen 2001).

4.12. Anélises estatisticas

Todos os dados foram obtidos de experimentos feitos em triplicata. Um teste
t ndo pareado foi feito para determinar as diferencas estatisticamente significativas
na concentragao de calose, atividade de B-1,3-glucanase e analise quantitativa da
expressao génica. Valores de p <0,05 (* p <0,05) e <0,01 (* p <0,01) foram
considerados estatisticamente significativos. Também foram feitos analise de
variancia (ANOVA) e teste Tukey HSD, com nivel de significAncia de 95%.As
analises estatisticas foram feitas usando R versédo 3.6 e GraphPad Prism suite
v8.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacdo dos genes GSL no genoma de soja

Para determinar quais genes estao relacionados a deposicéo de calose no
genoma de soja, fizemos a identificacdo de todos 0s genes responsaveis pela
biossintese de calose. Como resultado, encontramos um total de 23 genes
contendo o dominio GSL (Tabela 1). Com base na localizacdo cromossémica, 0s
genes foram nomeados como GmGSL1 a GmGSL23.

Os genes identificados tém tamanho total de 5.203 a 84.472 pares de
bases. O numero de éxons varia de 1 a 53. O comprimento total da proteina variou
de 813 a 1.965 aminoacidos. Em relacao as propriedades bioquimicas, as proteinas
GmGSL tém de 5 a 17 TMHSs. Os valores de pl variaram de 7,99 a 9,23.
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Tabela 1. Resumo dos membros da familia de genes GSL identificados no genoma
de soja.

Tamanho . , - Tamanho -
Gene ID Anotacao do gene NuEnero Numerq de Poszlga_w da' pl Numero
de éxons transcritos genomica proteina de TMH
(bp) (aa)
Glyma.04G192300 GmGSLA 58770 50 1 1899 914 16
Glyma.04G213100 GmGSL2 14410 42 1 + 1951 9.19 14
Glyma.05G191600 GmGSL3 14934 42 1 1958 8.95 17
Glyma.06G173500 GmGSL4 50841 45 2 + 1607 8.75 16
Glyma.06G292500 GmGSL5 4936 2 3 815 8.86 7
Glyma.08G156800 GmGSL8B 14773 42 1 1904 914 15
Glyma.08G157400 GmGSL7 30597 47 1 1947 9.2 16
Glyma.08G308200 GmGSL8 36555 43 3 1867 8.06 14
Glyma.08G308700 GmGSL9 24754 42 3 + 1921 8.1 15
Glyma.08G361500 GmGSL10 23954 43 2 1958 9.15 17
Glyma.10G295100 GmGSL11 43560 53 3 1906 8.37 16
Glyma.12G113300 GmGSL12 5203 1 826 96 11
Glyma.13G239300 GmGSL13 5830 1 14486 923 16
Glyma.13G261000 GmGSL14 15905 41 1 + 1965 8.88 14
Glyma.13G297100 GmGSL15 5705 1 - 1743 8.95 14
Glyma.15G074000 GmGSL16 6783 6 + 1799 9.23 16
Glyma.15G245800 GmGSL17 22453 41 2 1965 8.88 14
Glyma.15G268800 GmGSL18 19398 44 6 + 1948 915 16
Glyma.18G107900 GmGSL19 40293 45 3 + 1918 8.57 15
Glyma.18G109100 GmGSL20 84472 44 4 + 1958 7.99 14
Glyma.18G300200 GmGSL21 31666 42 2 + 1958 918 17
Glyma.20G244800 GmGSL22 11718 18 1 + 813 9.21 5
Glyma.20G244900 GmGSL23 58639 53 1 + 1905 8.57 16

5.2.  Analise estrutural e relac@es filogenéticas da familia GSL em soja

Para compreender o processo evolutivo e a diversidade estrutural dos
genes e proteinas GmMGLS, analisamos os padrdes éxon-intron e os dominios
proteicos (Figura 8). Com base nas relacdes filogenéticas e nos padrfes estruturais
dos genes e proteinas, o0s GmGSL podem ser divididos em quatro grupos (I-1V)
(Figura 8A). Esses grupos de genes podem ser diferenciados pelo nimero de éxons
em sua estrutura (Figura 8B) e por seu padrdo de dominios proteicos (Figura 8C).

Os genes GmGSL do grupo Il sdo menores que os genes GmGSL dos
grupos | e lll, mas tém, em média, 0 mesmo namero de éxons, demonstrando que
0 numero de éxons nao esta relacionado ao tamanho do gene. O grupo IV dos

genes GMGSL se distingue claramente dos demais pelo nimero de éxons em sua
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estrutura, tendo no maximo quatro éxons, enquanto os demais genes GmGSL tém,
em meédia, 42 éxons.

Todas as proteinas codificadas pelos genes GmGSL tém o dominio
completo do tipo Glucan-sintase e o dominio FKS1 em sua estrutura (Figura 8C).
No entanto, apenas as proteinas GmGSL dos grupos | e Il tém o dominio Vtal.
Além disso, todas as proteinas GmGSL tém uma transmembrana helicoidal (TMH)

na regido N-terminal, exceto o GmGSL22, que tem TMH apenas na regido C-

terminal.
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Figura 8. Relacdo filogenética, estrutura génica e arquitetura de dominio dos
GmGSL em soja. (A) Relacéo filogenética dos GSL identificados em soja. (B)
Estrutura génica das 23 sequéncias de GSL em soja. Os CDSs sao representados
em retangulos pretos e o0s introns, em linhas pretas. O comprimento de CDSs e
introns pode ser estimado usando a escala mostrada abaixo. (C) Representacdo
esquematica da arquitetura do dominio das proteinas GSL. O tamanho das
proteinas pode ser estimado usando a escala mostrada abaixo.

Para obter informacdes sobre a evolugdo dos GmGSL, foi construida uma
arvore filogenética utilizando o alinhamento de 75 proteinas GSL identificadas em
soja, A. thaliana (Richmond e Somerville, 2000; Verma e Hong, 2001a), C. sinensis
(Granato et al., 2019), P. patens (Schuette et al., 2009), V. vinifera (Yu et al., 2016)
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e Phaseolus vulgaris (Tabela S2) (Figura 9). A topologia em &rvore confirmou a
classificacdo dos genes GmGSL em quatro grupos propostos anteriormente. O
Grupo | (cinza) foi o maior, agrupando 26 proteinas GSL. O grupo Il (verde) foi o
menor, tendo trés proteinas de soja e apenas uma de cada espécie analisada na
arvore. Grupo Il (azul) agrupou o maior nimero de proteinas GSL de P. patens e
formaram um cluster. As proteinas agrupadas no grupo IV foram as que tém poucos

€Xons em seus genes.
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Figura 9. Relacdo filogenética dos genes GSL em soja, Arabidopsis, Citrus
sinensis, Vitis vinifera, Physcomitrella patens e Phaseolus vulgaris. A arvore
filogenética foi conduzida usando o servidor web 1Q-Tree pelo método de Maxima
Verossimilhanga. O valor nas ramificagdes representa valores de bootstrap de 1000
réplicas. Diferentes grupos da familia GSL sado divididos em cores diferentes. Cinza,
verde, azul e amarelo sao os grupos |, I, lll e IV, respectivamente.
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A maioria dos genes GSL com organizacao génica semelhante compartilha
uma relacao filogenética, sugerindo possiveis eventos de duplicacdo génica nesta
familia de genes. Pelos altos valores de bootstrap nos ramos da arvore, € possivel
inferir que existem proteinas GSL, possivelmente homdlogas, que podem
apresentar padrdes funcionais semelhantes. Além disso, os pares de proteinas

localizados em n@s terminais podem ser possiveis pares paralogos ou ortologos.

5.3. Duplicagéo dos genes GmGSL

Para entender a duplicacao e a expanséao dos genes GmGSL, identificamos
os eventos de duplicagdo dos GSLs no genoma da soja. Dos 23 GmGSL
identificados, 20 (87%) foram duplicados via WGD/eventos segmentares, exceto
para os genes GmGSL4 e GmGSL19, que sofreram duplicacéo dispersa, e o gene
GmGSL9, que passou por duplicacéo proximal (Tabela S3). Além disso, por analise
filogenética, para cada gene de A. thaliana e P. vulgaris existem pelo menos dois
genes GSL de soja distribuidos em grupos (Figura 9). Esses dados indicam que a
duplicacdo segmentar / WGD foi um mecanismo importante para a expansao dos
genes GSL no genoma da soja.

Para mensurar a divergéncia entre os GmGSL, analisamos as relacfes
colineares e o tempo de duplicacdo dos genes. Descobrimos que dezesseis pares
paralogos (Tabela 2) tém uma relacéo filogenética proxima (Figura 9). Entre os
pares paralogos, GmGSL5 e GmGSL13 foram 0s que apresentaram as relacdes
mais colineares entre todos os pares. Os valores de razdo de substituicbes nao
sinbnimos para sinbnimos (Ka/Ks) podem ser usados como parametros para
estimar a pressdao de selecdo. Todos os valores da razdo Ka/Ks foram <1,
sugerindo que os paralogos GSL estdo sob purificacdo ou selecdo estabilizadora.

Para estimar o tempo de separacdo dos pares de genes paralogos,
usamos o valor de Ks. O tempo de divergéncia dos genes GmGSL variou de 7,26
a 190,33 Mya, com cinco genes com tempo de divergéncia menor que 10 Mya e

dois com tempo de divergéncia maior que 100 Mya.



Tabela 2. Andlise de colinearidade da duplicacdo dos genes GmGSL.

Tempo de

Duplicagdo
Gene 1 Gene 2 Ka Ks Ka/Ks (Mya)
GmGSL2 GmGSL3 0.08 0.46 0.17 38
GmGSL2 GmGSL6 0.09 0.47 0.18 38.39
GmGSLS GmGSL12 0.54 0.77 0.71 62.87
GmGSL5S GmGSL15 0.09 0.35 0.26 29.07
GmGSLS GmGSL13 0.24 0.92 0.27 75.08
GmGSLS GmGSL16 0.19 0.72 0.26 59.28
GmGSL7 GmGSL18 0.02 0.09 0.19 7.26
GmGSL8 GmGSL20 0.11 0.18 0.62 14.49
GmGSL10 GmGSL21 0.01 0.09 0.09 7.57
GmGSL11 GmGSL23 0.02 0.1 0.19 8.14
GmGSL12 GmGSL15 0.21 0.45 0.45 37.19
GmGSL12 GmGSL13 0.27 0.75 0.36 61.87
GmGSL13 GmGSL15 0.22 1.48 0.15 121.31
GmGSL13 GmGSL16 0.02 0.11 0.2 8.94
GmGSL14 GmGSL17 0.01 0.11 0.11 8.62
GmGSL15 GmGSL16 0.23 2.32 0.1 190.33
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5.4. Perfil geral de expressao dos genes GmGSL

Para investigar perfis de expressdo de tecidos especificos de genes
GmGSL, usamos 1.298 bibliotecas de RNA-Seq de 14 tecidos de soja diferentes
(Figura 10). Ao agrupar o padréo de expressédo dos genes GmGSL, verificamos
dois grupos distintos. Um grupo que consiste em GmGSL10, GmGSL5, GmGSL23,
GmGSL21, GmGSL1, GmGSL11, GmGSL12, GmGSL4, GmGSL13, GmGSL18 e
GmGSL7 mostrou alta expressao na maioria dos tecidos em comparacdo com 0s
outros genes. A maioria dos genes dos grupos I-IV tinha padrées de expressao
semelhantes. Por exemplo, os genes do grupo Il tiveram baixa expressdo na
maioria dos tecidos, enquanto os genes do grupo lll tiveram alta expresséo. O gene
GmGSL12 apresentou alta expressao, principalmente no suspensor, podendo
desempenhar importante papel neste tipo de tecido (Figura 10). Da mesma forma,
0 gene GMGSL10 apresentou alta expressao na maioria dos tecidos analisados,

principalmente nos tecidos das sementes. Por outro lado, GmGSL2, GmGSL3,
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GmGSL15, GmGSL22 e GmGSL6 mostraram baixa expressdo na maioria dos
tecidos analisados (Figura 10).

A maioria dos pares pardlogos mostrou padrées de expressao
semelhantes. Por exemplo, os pares paralogos GmGSL2-GmGSL3, GmGSL5-
GmGSL12, GmGSL14-GmGSL17, GmGSL11-GmGSL23 e GmGSL8-GmGSL20
mostraram padrdes de expressdo semelhantes, o que reforca a ideia de que esses
genes estdo sob pressdo negativa e mantiveram suas fungbes ao longo da
evolucao. Por outro lado, os pares de pardlogos GmGSL5-GmGSL15, GmGSL5-
GmGSL16, GmMGSL12-GmGSL15 e GmMGSL13-GmGSL15 apresentaram padrdes

de expressao distintos. varios pares duplicados.
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Figura 10. Perfis de expressao dos genes GmGSL em diferentes tecidos e 6rgaos
de soja. As cores amarela e azul indicam alta e baixa expressao, respectivamente.

Para verificar a regulagdo dos genes GmGSL em estresses bidticos,
analisamos o perfil de expressao dos genes GmGSL em folhas de soja em resposta
a solucdo de MAMPs (Figura S1) e plantulas de soja ap0s infec¢éo precoce e tardia
por Fusarium sp. (Figura S2), usando bibliotecas de RNA-seq publicamente
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disponiveis. O grupo de genes mais expresso nos tecidos analisados anteriormente
também obteve maior expressdo sob estresses bidticos. Os genes GmGSLS5,
GmGSL18 e GmGSL23 foram induzidos pela solugcdo de MAMPSs, sugerindo um
papel importante nas folhas ap6s o ataque do patogénico. O gene GmGSL10,
apesar de sua alta expresséo, nao foi diferentemente regulado pelo tratamento. Em
plantulas de soja infectadas por Fusarium sp., os genes GmGSL10, GmGSL18 e
GmGSL23 tiveram sua expressdo modulada, sugerindo que podem desempenhar
uma funcéo relevante na resposta de defesa da plantula ao ataque por Fusarium
sp.

Para analisar a regulacdo dos genes GmGSL em estresses abiobticos,
analisamos o perfil de expressao dos genes GmGSL em folhas de soja em resposta
ao déficit hidrico (Figura S3), utilizando bibliotecas de RNA-seq disponiveis
publicamente. Os genes GmGSL23, GmGSL18, GmGSL7, GmGSL12 e GmGSL5
foram regulados com o tratamento e possivelmente desempenham papéis

importantes na resposta de folhas de soja ao déficit hidrico.

5.5. FIg22induz a producado de H202 e calose em plantulas de soja

Para analisar as possiveis mudancas fenotipicas que a flg22 é capaz de
desencadear em plantulas de soja, fizemos a analise do tamanho, e da massa
fresca e seca das plantulas (Figura 11). Os parametros fenotipicos analisados néo
diferiram do tratamento controle. Esses resultados indicam que o tratamento em
plantulas de soja com flg22 durante 24h nao afeta fenotipicamente seu crescimento.

Para investigar se o tratamento com flg22 induziu acimulo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em folhas e raizes de soja, utilizamos o método
histoquimico com DAB e a medida da fluorescéncia do diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA). A coloracdo DAB mostrou que o tratamento com
flg22 causou uma rapida disseminacdo de H202 nas folhas e raizes das plantulas
de soja (Figura 12). Nas folhas tratadas com flg22 por 30 min (Figura 12B),
observou-se aumento das manchas marrons em relacdo as folhas nédo tratadas
com flg22 (Figura 12A). O mesmo foi observado para as raizes tratadas com flg22
(Figura 12D) em comparacao com as néo tratadas (Figura 12C).

Além disso, verificou-se que a concentracdo de EROs é maior tanto nas

folhas quanto nas raizes tratadas com flg22 (Figura 12E). Esses dados mostram
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gue o tratamento com flg22 pode desencadear o acimulo de EROs tanto nas folhas

guanto nas raizes da soja.
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Figura 11. Andlises fenotipicas das plantulas tratadas com flg22. (A) Plantulas
controle. (B) Plantulas tratadas com flg22. (C) Tamanho das plantulas. (D) Massa
fresca das plantulas. (E) Massa seca das plantulas. Barra de escala em 1cm.
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Figura 12. Avaliacdo dos niveis de EROs e deteccdo histoquimica de H202 em
folhas e raizes de plantulas de soja. (A) Folhas de controle tratadas com agua
destilada. (B) Folhas tratadas com flg22 por 30 min. (C) Raizes das plantulas
controle. (D) Raizes das plantulas tratadas com flg22 por 30 min. (E) Intensidade
relativa de fluorescéncia DCFH-DA em folhas e raizes de soja tratadas com flg22
por 30 min. **Indica a diferenca significativa em relacdo ao controle conforme
determinado pelo teste t de Student (p < 0,01). Os experimentos foram repetidos
pelo menos trés vezes com resultados semelhantes. Barra de escala em 1cm.
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Para revelar a relagcéo entre a inducdo de EROs por flg22 e a deposicéo de
calose, as raizes, folhas e parte aérea tratadas com flg22 tiveram o teor total de
calose quantificado (Figura 13).
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Figura 13. Deposicao de calose em raizes de soja tratadas com flg22. (A) Corte
longitudinal da ponta da raiz controle. (B) Regido central das raizes controle. (C)
Corte longitudinal da ponta da raiz tratada com flg22. (D) Regido média das raizes
tratadas com flg22. (E) Conteudo de calose das folhas, raizes e parte aérea
tratadas e nao tratadas com flg22. Experimentos repetidos tiveram resultados
semelhantes. As imagens selecionadas séo representativas para a deposicdo de
calose em raizes de plantulas de soja tratadas com flg22 por 24 h ap6s examinar
pelo menos 10 sec¢Oes para cada regido de tecido. *Indica a diferenca significativa
em relagéo ao controle conforme determinado pelo teste t de Student (p < 0,05).
**Indica a diferenca significativa em relagdo ao controle conforme determinado
pelo teste t de Student (p < 0,01). Barra de escala em 100 um. Objetiva de 20X.
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A analise da deposicao de calose nas raizes das plantulas tratadas e nédo
tratadas com flg22 foi observada na ponta e na regido medial (Figura 13A-D). Em
ambos os locais, 0 acimulo de calose foi mais significativo nas raizes tratadas com
flg22 (Figura 13C e D) do que nas raizes controle (Figuras 13A e 13B).

A deposicao de calose ndo variou na parte aérea da plantula tratada com
flg22 nas raizes. No entanto, quando as folhas séo expostas diretamente ao flg22
ocorre a deposicdo de calose nelas (Figura 13E). Para avaliar se as B-(1,3)-
glucanases desempenham algum papel na regulacédo da deposicédo de calose, a
atividade das B-(1,3)-glucanases foi medida em extratos proteicos de raizes, folhas
(expostas diretamente ao flg22) e parte aérea. Em comparacao com o tratamento
controle, a atividade das B-(1,3)-glucanases foi reprimida nos tecidos foliares e
radiculares pelo tratamento com flg22, no entanto, na parte aérea que nao
apresentou inducdo na deposicdo de calose ndo foi detectada regulacdo da

atividade das -(1,3)-glucanases (Figural4).
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Figura 14. Atividade das enzimas B-1,3-glucanase na parte aérea, folhas e raizes
de plantulas de soja tratadas por 24 h com flg22. *Indica diferenca significativa em
relacdo ao controle conforme determinado pelo teste t de Student (p < 0,05). Os
experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes com resultados semelhantes

Investigamos o perfil de expressdo do grupo de genes GmGSL mais

expressos em raizes tratadas com flg22 (Figura 10) através de PCR quantitativo
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em tempo real (RT-qPCR) (Figura 15). Dos genes analisados, apenas um,
GmGSL23, foi regulado positivamente no tratamento com flg22, indicando que este
gene é essencial para a resposta de raizes de soja ao flg22. Por outro lado,
GmGSL5 foi regulado negativamente. Com excecdo dos pares de paralogos do
gene GmGSL5, a maioria dos pares de paralogos apresentaram expressao
semelhante. Por exemplo, os pares paralogos GmGSL10-GmGSL21 e GmGSL12-
GmGSL13 apresentaram o mesmo perfil de expressao, ndo sendo regulados pelo

tratamento.
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Figura 15. Expresséo relativa dos genes GmGSL em tecido radicular de soja
tratada com flg22. SUMO foi usado como um gene de referéncia. A linha tracejada
representa a expressao normalizada das plantas controle. *Indica diferenca
significativa em relacdo ao controle conforme determinado pelo teste t de Student
(p < 0,05).

5.6. Manitol induz a producéao de calose em plantulas de soja

Para investigar o efeito do estresse osmético causado pelo manitol em
plantulas de soja, analisamos as mudancas fenotipicas provocadas nas plantulas
(Figura 16). Todos os parametros analisados diferiram em relacdo as plantulas
controle. As plantulas tratadas com manitol apresentaram tamanho reduzido,
volume radicular menor e menores teores de massa fresca. No entanto, a massa
seca da parte area das plantulas tratadas com manitol foi maior em relacdo as

plantulas controle.
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Figura 16. Analises fenotipicas das plantulas tratadas com manitol. (A) Plantulas
controle. (B) Plantulas tratadas com manitol. (C) Tamanho das plantulas. (D) Massa
fresca das plantulas. (E) Massa seca das plantulas. Barra de escala em lcm.
*Indica diferenca significativa em relacdo ao controle conforme determinado pelo
teste t de Student (p < 0,05). **Indica diferenca significativa em relacdo ao controle
conforme determinado pelo teste t de Student (p < 0,01).

O tratamento com manitol induziu producéo de calose tanto na parte aérea
guanto nas raizes de soja (Figura 17). As analises microscopicas evidenciaram a
maior deposicdo de calose nas raizes de soja (Figura 17A e B).
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Figura 17. Deposicao de calose em raizes de soja tratadas com manitol. (A) Corte
longitudinal da ponta da raiz controle. (B) Corte longitudinal da ponta da raiz tratada
com flg22. (C) Conteudo de calose das raizes e parte aérea tratadas e nao tratadas
com flg22. Experimentos repetidos tiveram resultados semelhantes. **Indica a
diferenca significativa em relacéo ao controle conforme determinado pelo teste t de
Student (p < 0,01). Barra de escala em 100 um. Objetiva de 20X.

Diferentemente do ocorrido nas plantulas tratadas com flg22, as plantulas
tratadas com manitol apresentaram maior atividade de 3-(1,3)-glucanases tanto nas

raizes quanto na parte aérea (Figura 18).
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Figura 188. Atividade das enzimas B-1,3-glucanase na parte aérea e raizes de
plantulas tratadas com manitol durante 7 dias. *Indica diferenga significativa em
relacdo ao controle conforme determinado pelo teste t de Student (p < 0,05). Os
experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes com resultados semelhantes

Para investigar quais genes GSL estariam sendo regulados nas raizes das
plantulas tratadas com manitol, avaliamos a expressao por RT-gPCR (Figura 19).
Dos genes analisados, 0 GmGSL23 foi regulado positivamente, assim como no
tratamento com flg22, indicando que este gene pode ser essencial para a resposta
de raizes de soja exposta tanto a estresse bidtico quanto abidtico. Por outro lado,

0 gene GmGSL4 foi regulado negativamente.
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Figura 19. Expresséo relativa dos genes GmGSL em tecido radicular de soja
tratada com manitol durante 7 dias. METK4 foi usado como um gene de referéncia.
A linha tracejada representa a expressao normalizada das plantas controle. *Indica
diferenca significativa em relagéo ao controle conforme determinado pelo teste t de
Student (p < 0,05).
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5.7. Manitol e flg22 induzem a producéo de calose em plantulas de soja

Em condigbes naturais, a ocorréncia de dois ou mais estresses
simultaneamente é comum. Além disso, diversos estudos sugerem que as plantas
respondem a uma combinacdo especifica de estresses de maneira ndo aditiva,
produzindo efeitos que nd&o podem ser avaliados analisando cada estresse
separadamente (Rizhsky et al., 2004; Mittler, 2006; Suzuki et al., 2014).

Para entender se o estresse osmotico ocasionado pelo manitol aumenta a
susceptibilidade das plantulas de soja a flg22 através da regulacdo dos polimeros
de calose, crescemos as plantulas de soja durante 7 dias em manitol e
posteriormente aplicamos flg22 durante 24h (Figura 7). Dos dados fenotipicos
avaliados, as plantulas diferiram apenas em relacédo ao tratamento sem estresse.
As plantulas ndo estressadas sdo maiores, mas ndo apresentam diferenca em
relacdo a massa fresca. Ja em relacdo a massa seca, as plantulas estressadas tém
mais massa seca na parte aérea em relacao as plantulas néo estressadas (Figura
20).

A andlise da quantificacdo do conteudo de calose e as imagens de
microscopia mostraram que o conteudo de calose néo se altera quando comparado
as plantulas crescidas durante 7 dias no manitol e sem infeccéo flg22, tanto nas
raizes quanto na parte aérea entre os tratamentos (Figura 21). No entanto, quando
comparado com as plantulas de 8 dias de idade que ndo foram submetidas a
agentes estressantes, as plantulas tratadas com manitol+flg22 apresentaram um

contetido maior de calose.
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Figura 20. Andlises fenotipicas das plantulas tratadas durante 7 dias com manitol
e, posteriormente, 24h em flg22. (A) Plantulas controle. (B) Plantulas tratadas com
manitol e flg22. (C) Tamanho das plantulas. (D) Massa fresca das plantulas. (E)
Massa seca das plantulas. Barra de escala em 1cm. *Indica diferenca significativa
em relacdo ao controle conforme determinado pelo teste t de Student (p < 0,05).
**Indica diferenca significativa em relacdo ao controle conforme determinado pelo
teste t de Student (p < 0,01).
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Figura 21. Deposicdo de calose em raizes de soja tratadas durante 7 dias com
manitol e, posteriormente, 24h em flg22. (A) Corte longitudinal da ponta da raiz
controle. (B) Corte longitudinal da ponta da raiz tratadas com manitol e flg22. (C)
Conteudo de calose das raizes e parte aérea tratadas e nao tratadas com manitol
e flg22. Experimentos repetidos tiveram resultados semelhantes. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos da parte aérea e raiz usando
ANOVA e teste Tukey HSD, com nivel de significancia de 95%.

O conteudo relativo de calose foi maior no tratamento com manitol. As
plantas submetidas ao estresse osmotico biossintetizam pelo menos duas vezes
mais calose que as plantas infectadas com flg22 (Figura 22). As plantulas tratadas
com manitol+flg22 apresentam a mesma quantidade de calose que as plantas
tratadas somente com flg22, indicando um balanco no conteudo de calose ao
longo da interacdo das plantulas com os diferentes estresses.

A atividade das 3-1,3-glucanase foi regulada nos tratamentos. Ao contrario
do que acontece nos tratamentos anteriores, na parte aérea, as plantulas tratadas

com manitol e, posteriormente, com flg22 apresentaram uma atividade maior da
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enzima. Ja nas raizes, as plantulas crescidas com manitol e, depois, com flg22

tiveram uma atividade menor da enzima (Figura 23).
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Figura 22. Comparacéao do conteudo relativo de calose entre os trés tratamentos
realizados
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Figura 23. Atividade das enzimas [(-1,3-glucanase na parte aérea, folhas e raizes
de plantulas tratadas com manitol durante 7 dias e flg22 durante 24h. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos da parte aérea e
raiz usando ANOVA e teste Tukey HSD, com nivel de significancia de 95%.
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Dos genes analisados, 0 GmGSL23, GmGSL4 e GmGSL5 foram regulados
positivamente, indicando que eles podem ser essenciais para a resposta de raizes

de soja exposta tanto a estresse bidtico quanto abittico (Figura 24).
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Figura 24. Expressao relativa de genes GmGSL em tecido radicular de soja tratada
durante 7 dias com manitol e 24h com flg22. METK4 foi usado como um gene de
referéncia. A linha tracejada representa a expressao normalizada das plantas
controle. *Indica diferenca significativa em relacdo ao controle conforme
determinado pelo teste t de Student (p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

6.1. Soja tem 23 genes GSL

A calose exerce fun¢des fundamentais no transporte intercelular (Nedukha,
2015), no crescimento e desenvolvimento da inflorescéncia (Barratt et al., 2011;
Paterlini et al., 2021), na formacao do polen (Wang et al., 2021a), na padronizacéo
celular (Chen et al., 2009), no desenvolvimento do tubo polinico (Cai et al., 2011) e
na organizacao da celulose (Abou-Saleh et al., 2018). Além disso, a deposi¢cao de
calose pode ser induzida por varios estresses bidticos e abidticos. Sob condicbes
estressantes, a calose interage diretamente com as microfibrilas de celulose,
fortalece a parede celular e pode impedir e/ou inibir o desenvolvimento de
patdgenos (Ellinger et al., 2013; Cui e Lee, 2016; Wu et al., 2018; Wang et al.,
2021b; Yi et al., 2021).

Os genes GSL ja foram identificados em diversas espécies (Verma e Hong,
2001b; Yu et al., 2016; Granato et al., 2019; Pu et al., 2019; Feng et al., 2021; Niu
et al.,, 2021). Em milho, os genes GSL sdo necessarios para o crescimento e
desenvolvimento da planta (Niu et al., 2021). Em videira, foram identificados 8
genes GSL, alguns deles envolvidos com a resposta de defesa da planta (Yu et
al., 2016). Em algodéo, os genes GSL estao envolvidos no potencial da qualidade
da fibra, além de desempenharem papéis importantes durante diversos estresses
abioticos (Feng et al., 2021).
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Em nossas analises, identificamos 23 genes GSL no genoma de soja (Tabela
1). Os genes GmGSL foram agrupados em dois clados principais que podem ser
divididos em quatro grupos (Figura 8). Em geral, o nUmero de éxons dos genes foi
em meédia de 52 éxons, exceto pelos genes do grupo IV que tém de um a quatro
éxons. Essa variacdo no numero de éxons também ocorre em outras espécies
como Arabidopsis que tem genes GSL de 40-50 éxons e um grupo com 2-3 (Verma
e Hong, 2001la; Chen e Kim, 2009). Possivelmente, os genes GmGSL que
compdem o grupo IV sejam ortélogos dos genes AtGSL1 e AtGSL5 e tém2e 3
éxons, respectivamente. Esses dados sdo reforcados pela estreita relacédo
filogenética entre os genes GmGSL5, GmGSL12, GmGSL13, GmGSL15 e
GmGSL16, pertencentes ao grupo 1V, e os genes AtGSL1 e AtGSL5 de Arabidopsis
(Figura 9).

As proteinas GSL de soja tém em média 1.906 aminoacidos, apresentando
trés dominios conservados: Vtal, FKS1 e glucano sintase, exceto as proteinas
codificadas pelos genes GmGSL dos grupos Il e IV que ndo tém o dominio Vtal.
No total, 9 dos 23 genes identificados nédo codificam proteinas contendo o dominio
Vtal. O dominio Vtal esta envolvido no transporte de corpos multivesiculares
endossomais envolvidos na selecédo de proteinas de membrana para degradacao
pelos lisossomos. Como as proteinas codificadas pelos genes GmGSL dos grupos
[Il e IV ndo tém o dominio Vtal em sua estrutura, provavelmente ndo compartilham
tais funcdes. O dominio FKS1, presente em todas as proteinas GSL, é homdlogo
dos genes FKS fangicos que codificam uma proteina integral de membrana, que é
uma subunidade da 1,3-beta-D-glucano sintase. O dominio glucano sintase atua
como um catalisador tipico (Douglas et al., 1994; Cui et al., 2001; Xiao et al., 2008).

Em comparacéo com espécies como Arabidopsis, C. sinencis e B. rapa, que
contém 12, 9 e 15 genes GSL, respectivamente, a soja tem 23. Essa expansao dos
genes GSL em soja possivelmente é devida as duas rodadas de duplicacao sofridas
no genoma (Whole Genome Duplication, WGD), que resultaram em um genoma
altamente duplicado (Schmutz et al., 2010). Nossas analises mostram que dos 23
genes GMGSL identificados, 20 sofreram WGD/duplicacao segmentar (Tabela S3).
Este resultado € apoiado por estudos anteriores que mostraram que a duplicagédo
predominante no genoma da soja € a segmentar (Pagel et al., 2004; Bolon et al.,

2014). Além disso, muitas familias génicas em soja tém a duplicagdo segmentar
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como um dos principais mecanismos de duplicacdo (Han et al., 2016; Delgado-
Cerrone et al., 2018b; Sangi et al., 2021).

As duplicacdes do genoma total em soja que ocorreram aproximadamente
h& 59 milhdes de anos (durante a duplicacdo do genoma das leguminosas) e 13
milhdes de anos (duplicagdo na linhagem Glycine) foram responsaveis pela
derivacédo de numerosos paralogos (Shoemaker et al., 1996; Schmutz et al., 2010).
Neste estudo, mostramos que 0os genes GmGSL tém 16 pares de paralogos que
foram derivados de eventos de duplicagéo, o que reforca que a duplicacdo de WGD
pode ser um dos principais mecanismos de expansao da familia de genes GSL em

soja.

6.2. Perfis de expresséo e regulacdo da familia de genes GSL em soja

A partir dos eventos de duplicacdo de genes, novos padrdes de expressao
podem ser gerados. O perfil de expresséo dos 23 genes GmGSL é heterogéneo,
alguns genes apresentam baixa expressao em todos os tecidos, alguns apresentam
média expressao, enquanto outros apresentam expressao em tecidos especificos
(Figura 10). O par de genes paralogos GmGSL10-GmGSL21 tem um padrao de
expressao semelhante, e esses genes apresentam um tempo de divergéncia curto
(Tabela 2), o que pode ter contribuido para a manutencéao de suas funcdes. Além
disso, em razdo da sua estreita relacdo filogenética, esses genes séao
possivelmente ortdlogos do gene AtGSL12. Em Arabidopsis, AtGSL12 regula o
trafego de célula para célula, depositando calose nos plasmodesmos (Guseman et
al., 2010; Vatén et al., 2011). Plantas mutantes para os genes AtGSL12 e AtGSL11
apresentam quantidades muito baixas de calose levando a degeneracdo de
micrésporos (Dong et al., 2005, 2008; Enns et al., 2005). Isso pode indicar que 0s
genes GSL10 e 21 de soja possam estar envolvidos com a deposicédo de calose
nos plasmodesmos e nos micrésporos.

Em nossa analise de expresséo relativa dos genes GSL no tecido radicular
de soja em resposta ao manitol, flg22 e manitol+flg2, esses genes nao diferiram do
tratamento controle, possivelmente n&o estdo relacionados a resposta de defesa
contra patégenos microbianos, nem a resposta ao estresse osmotico. Esses dados
sugerem que o0s genes GmMGSL10-GmGSL21 podem estar envolvidos na

biossintese e deposi¢éo de calose em outros tecidos e 6rgaos de soja. Além disso,
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cabe ressaltar que o gene GmGSL10 tem alta expressédo em tecidos de sementes
(Figura 10) e pode desempenhar seu papel especificamente nestes tecidos.

O gene GmGSL23 foi mais expresso em tecidos especificos como folhas e
tegumento (Figura 10). Em bibliotecas de RNA-seq de plantulas de soja infectadas
por Fusarium sp., o0 GmGSL23 é altamente expresso, mas nao é regulado em
relacdo ao controle. Em bibliotecas de folhas de soja tratadas com solugcéo de
MAMPs, este gene também néo foi regulado (Figura S1). Por terem uma estreita
relacdo filogenética, este gene € provavelmente um paralogo dos genes
AtGSL10/AtGSL8 e dos genes VvCalS9 e VvCalS10 de V. Vinifera (Figura 9). O
AtGSL8 é necessario para a citocinese, padronizacao celular e trafego simplastico.
Mutantes para o gene AtGSL8 sédo gametofiticos letais (Chen et al., 2009; Saatian
et al., 2018), além de serem necessarios para o desenvolvimento normal da planta
(Toller etal., 2008). Em V. vinifera, VvCalS9 e VvcalS10 estdo envolvidos na defesa
do ataque patogénico de Plasmopara viticola, agente causador da doenca do mildio
(Yu et al.,, 2016). Em nossa analise de RT-gPCR, o GmGSL23 foi regulado
positivamente em todos os tratamentos analisados em raizes de plantulas de soja,
sugerindo que este gene esteja envolvido tanto na deposicdo de calose nas raizes
de plantulas de soja contra o ataque de agentes bacterianos quanto na resposta ao
estresse osmotico.

O par de genes paralogos GmGSL5-GmGSL12 teve expressao mediana na
maioria dos tecidos, exceto no suspensor e tegumento, onde o gene GmGSL12
teve alta expressédo. Em folhas de soja infectadas com solucdo de MAMPSs, esses
genes foram diferencialmente expressos (Figura S1). Em arroz, o GSL5 regula o
metabolismo de calose durante a microsporogénese e desempenha um papel
essencial na fertilidade masculina (Shi et al., 2015b). Em Arabidopsis, AtGSL5 é
essencial para a viabilidade do pdlen (Dong et al., 2005), além de ser responsavel
pela biossintese de calose que separa os microsporos da tétrade (Enns et al.,
2005). Adicionalmente, AtGSL5 é necessario na formacéo de calose papilar e é
induzido em folhas de Arabidopsis ap0s infeccéo patogénica (Jacobs et al., 2003;
Dong et al., 2008).

Plantas mutantes de Arabidopsis para o gene GSL5, denominadas
POWDERY MILDEW RESISTANT 4 (PMR4), apresentaram maior resisténcia ao
oidio, o que demonstrou que outras vias estdo superativadas e podem compensar

a falta de deposicao de calose (Nishimura et al., 2003). Ellinger et al. (2013)
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demonstraram que a calose pode suportar fortemente a resisténcia a penetracao
guando depositada em grandes quantidades nos primeiros momentos da infeccao.
Curiosamente, em nossa analise de RT-qPCR em raizes de plantulas de soja
infectadas com flIg22 por 24 h, o gene GmGSLS5 foi regulado negativamente. No
entanto, no tratamento das plantulas com manitol+flg22, esse gene foi regulado
positivamente. Possivelmente, esse gene exerce uma atividade essencial na
biossintese de calose em resposta ao estresse. Nas plantas infectadas com flg22
durante 24 h, esse gene pode ter exercido algum papel na deposicéo de calose ao
longo das 24 h e como a calose ja foi depositada das raizes, ao final das 24 h esse
gene pode ter sido regulado negativamente. Adicionalmente, outros mecanismos

para regular a deposicéo de calose podem estar em acao.

6.3. Enzimas B-1,3-glucanase regulam a deposicao de calose em plantulas de

soja

A calose é sintetizada pelos genes GSL e pode ser degradada pelas enzimas
B-1,3-glucanases (Zabotin et al., 2002). Varios estudos sugerem que niveis
elevados de B-1,3-glucanase podem regular o acumulo de calose (Zabotin et al.,
2002; Saheed et al., 2009; Wan et al., 2011). As B-1,3-glucanases também foram
associadas a degradacdo da calose na regido dos plasmodesmas, afetando
diretamente a regulacdo da deposicdo de calose no transporte célula a célula
(Zavaliev et al., 2013). Em Arabidopsis, plantas mutantes para genes de [(-1,3-
glucanase sdo mais tolerantes a infeccdo por patdgenos por apresentarem maior
acumulo de calose (Iglesias e Meins Jr, 2000).

Em nossas analises, existe uma conversa cruzada entre as enzimas 3-1,3-
glucanases e a deposicdo de calose nos tecidos analisados. No tratamento com
flg22 nas raizes das plantulas de soja, ndo ocorre maior deposicao de calose na
parte aérea das plantulas e, consequentemente, as enzimas B-1,3-glucanases néo
sao reguladas (Figuras 13 e 14). No entanto, quando a flg22 é aplicada nas folhas
das plantulas, ocorre deposi¢cdo de calose e também e as enzimas B-1,3-
glucanases sao reguladas. O mesmo acontece nas raizes das plantulas tratadas
com flg22, em que ocorre uma maior deposicao de calose em relacdo as plantulas
ndo tratadas e, consequentemente, a regulagdo das enzimas -1,3-glucanases
(Figuras 13 e 14).
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No tratamento com flg22, a atividade das enzimas (3-1,3-glucanase é maior
nos tratamentos controle, o que indica que a baixa atividade dessas enzimas
influencia na deposicdo de calose nos tecidos. JA& em nosso tratamento com
manitol, as enzimas B-1,3-glucanase apresentaram alta atividade nas plantulas
tratadas. Essa alta atividade das enzimas e a alta deposicao de calose podem estar
relacionadas a grande quantidade de calose no tecido. As plantulas tratadas com
manitol apresentam pelo menos o dobro de calose em comparacdo com as
plantulas tratadas com flg22, em razdo de essa alta deposicdo de calose nos
tecidos as enzimas B-1,3-glucanase poder estar controlando a deposi¢cdo do
polimero nos tecidos.

No tratamento manitol+flg22, a atividade das (3-1,3-glucanases é maior na
parte aérea e menor nas raizes em relacao aos tratamentos controle. O aumento
da atividade na parte aérea das plantulas pode estar relacionado ao aumento da
deposicao de calose ocasionado pelo tratamento com manitol. Ja a baixa atividade
das enzimas [3-1,3-glucanase nas raizes pode estar relacionada ao tratamento com
a flg22, quando a planta detecta um possivel ataque patogénico e a atividade das

enzimas é reduzida para uma possivel maior deposicao de calose.

6.4. Acumulo de H202 e deposicao de calose em raizes e folhas de plantulas

de sojainduzido por flg22 e manitol

A capacidade da planta em responder a inUmeros potenciais patdogenos esta
diretamente relacionada a sua competéncia em reconhecer moléculas patogénicas
conservadas, comumente chamadas de padrbes moleculares associados a
patdogenos (PAMPs), por meio de receptores de reconhecimento de padrdes
localizados na membrana plasmatica da planta (PRRs). Um dos PRRs bem
caracterizados em plantas € o receptor FLAGELLIN-SENSITIVE 2 (FLS2), capaz
de reconhecer o peptideo flagelina (flg22), que é altamente conservado em
bactérias (Wei et al., 2020).

Ap6s o0 reconhecimento, as células vegetais iniciam a sinalizacdo e
estabelecem varias respostas imunes que podem convergir para o nucleo da célula
para induzir a reprogramacao transcricional para equilibrar a defesa com o
crescimento da planta. Entre as respostas imunes desencadeadas pela flg22, estado

a producédo de EROs e o fortalecimento da parede celular vegetal por meio da
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deposicao de calose (Camejo et al., 2016). Em nosso estudo, o tratamento de
folhas e raizes de soja com flg22 induziu a produgéo de EROs (Figura 12). Além
disso, o tratamento com flg22 aumentou a deposicéo de calose nas folhas e raizes
das plantulas de soja (Figura 13). Esses dados indicam que a producéo de EROs
e H202 pode contribuir para a ativacdo de vias de sinalizacdo da biossintese de
calose em folhas e raizes de soja. No entanto, a parte aérea das plantulas néao
apresentou modulacao da biossintese de calose, indicando que o tratamento das
raizes com flg22 induz apenas localmente a deposicdo de calose.

A explosdo de EROs e a deposicao de calose estédo entre as principais vias
de resposta de defesa para prevenir a penetracdo de patégenos (O’Brien et al.,
2012; Huang et al., 2019). Em Arabidopsis, os PAMPs induzem a formagéo de
EROs e provocam a deposicao de calose, ativando a expressao de sintases de
calose (Hong et al., 2001; Wang et al., 2019). Além disso, plantas de Arabidopsis
com niveis reduzidos de deposicao de calose apresentam resisténcia reduzida ao
fungo Leptosphaeria maculans (Kaliff et al., 2007). Quando o acumulo de EROs é
suprimido no trigo, os niveis de deposi¢cdo de calose diminuem e a capacidade de
resposta de defesa da planta (Qi et al., 2019). Plantas de tomate atacadas com
Botrytis cinerea acumulam EROs e induzem a deposi¢cdo de calose na parede
celular, além de induzir a expresséo de genes relacionados a defesa (L6pez-Cruz
et al., 2017). Além disso, 0 aumento da deposicao de calose aumenta a resisténcia
das plantas de tomate a bactéria P. syringae (de Torres-Zabala et al., 2007).

Nossos resultados demonstram o envolvimento da via EROs na regulacao
dos niveis de calose e indicam que a producdo de EROs e o acumulo de calose
podem desempenhar  papel importante na resposta de defesa da planta a
microrganismos bacterianos em plantulas de soja.

A deposicao de calose desencadeada por organismos patogénicos é muito
bem documentada (Underwood, 2012; Malinovsky et al., 2014). No entanto, existem
poucos estudos demonstrando a deposicao de calose durante estresses abidticos.
Em nosso estudo, mostramos que o estresse osmotico induzido por manitol
acarreta deposicao de calose tanto na parte aérea como nas raizes de plantulas de
soja. Ja foi demonstrado que a acumulacao de calose em raizes de soja sob déficit
hidrico pode ser um indicativo de suscetibilidade ao estresse hidrico (Ehrhardt-
Brocardo et al., 2019). Em Arabidopsis, ja foi relatada a importancia da deposic¢éao

de calose para a tolerancia das sementes e raizes ao estresse osmotico (Pillai et
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al., 2018; Hunter et al., 2019). Nesse sentido, nossos resultados sugerem que a
deposicao de calose em plantulas de soja em resposta ao estresse osmaotico € um
mecanismo de defesa da planta para amenizar o estresse, podendo ser utilizada
em estudos futuros de toleréncia e suscetibilidade em diferentes cultivares.
Quando as plantas enfrentam estresses simultaneos, elas respondem de
maneira especifica (Rejeb et al., 2014). Além disso, quando a planta passa por
alguma condicéo estressante, seus mecanismos de defesa sdo enfraquecidos e
aumentam sua suscetibilidade a infeccéo patogénica (Suzuki et al., 2014). Nossos
dados mostraram que o conteudo relativo de calose das plantulas tratadas com
manitol+flg22 é igual ao das plantulas tratadas somente com flg22 (Figura 22). O
estresse osmotico ocasiona uma alta deposicdo de calose nos tecidos, que é
controlada pelas enzimas [3-1,3-glucanase, e quando o estresse osmotico cessa e
a flg22 é adicionada ao meio, os niveis de calose diminuem para 0os mesmos de

guando a plantula é exposta somente a flg22.
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7. CONCLUSOES

Nossos resultados fornecem uma visdo abrangente sobre a regulacédo da
deposicdo de calose em plantulas de soja tratadas com flg22, manitol e
manitol+flg22. Demonstramos a existéncia de uma interacdo entre a producao de
EROs, a deposicdao de calose e a atividade das enzimas [B-1,3-glucanases.
Também relatamos a identificacdo de 23 genes GSL no genoma da soja que se
expandiram através de duplicacdes WGD/segmentares. Desses 23 genes, apenas
um é suprarregulado em resposta ao tratamento com flg22 e ao estresse osmético
no tecido radicular (GSL23), o que sugere um papel essencial desse gene na
defesa de plantulas de soja. Quando a plantula € submetida ao estresse osmético
e posteriormente ao estresse por flg22, 3 genes especificos sdo suprarregulados.
No geral, nosso estudo demonstra que a deposicdo de calose em plantulas de soja
€ regulada por genes GSL e enzimas [-1,3-glucanase. Nosso conjunto de
resultados contribui para a elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na

resposta de plantulas de soja a diferentes estresses.
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Tabela S1. Desenho dos iniciadores dos genes GSL.

Target Forward Reverse

GMGSL23 GGCTTTCATTCCTACTGGTTG GGCAATGGGTACAAAGATGAG
GMGSL21 GCCTCCAAAGTTATCAATCTAAG ACCCACATCTCTTCCCTTC
GMGSL10 AAGAGCATCTCCAATATTCTGG CCATGAAATGCCATAGACCAG
GMGSL12 CAGAGCAGGAGTTTTGTGG GTAGCTCGATATTTTGACCCC
GmGsL13 GTTTCCCAAGGTTCTTAAAGC  CATCAACATACGCCACTCG
GmGsLa CCTTGCATTTATCCCTACTGG CCATTCCAGCGTCATACATTC

GmGSL5 GCTCTTCCATGACTGCTATAG GTTGGCTTGATTGTAGAGGG

Tabela S2. Genes GSL identificados em Phaseolus vulgaris.

Gene name Gene ID
PvGSL1 Phvul.002G271904
PvGSL2 Phvul.005G062500
PvGSL3 Phvul.005G103600
PvGSL4 Phvul.006G185600
PvGSL5 Phvul.006G031850
PvGSL6 Phvul.006G032100
PvGSL7 Phvul.007G004900
PvGSL8 Phvul.007G005100
PvGSL9 Phvul.008G002300

PvGSL10 Phvul.008G002250

PvGSL11 Phvul.011G113800
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Tabela S3. Tipos de duplicagédo que ocorrem nos genes GSL no genoma da soja.

ID do gene

Tipo de Duplicacdo

GmGSL1
GmGSL2
GmGSL3
GmGSL4
GmGSL5
GmGSL6
GmGSL7
GmGSLS8
GmGSL9
GmGSL10
GmGSL11
GmGSL12
GmGSL13
GmGSL14
GmGSL15
GmGSL16
GmGSL17
GmGSL18
GmGSL19
GmGSL20
GmGSL21
GmGSL22
GmGSL23

WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
Dispersa
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
Proximal
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
Dispersa
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
WGD ou Segmental
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Figura S1. Expressao (TPM) de GmGSL em folhas de soja tratadas com solucao
de MAMP.
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Figura S2. Expressao (TPM) de GmGSL em plantulas de soja infectadas por
Fusarium spp.
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Figura S3. Expresséo (TPM) de GmGSL em folhas de soja sob déficit hidrico.



