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RESUMO

BARILI, Leiri Daiane. Expressdo génica em genotipos de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) submetidos ao estresse por baixas temperaturas. 2011. 67 f. Dissertacdo
(Mestrado em Producgéo Vegetal) - Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias Agrarias, Lages, SC. 2011.

O feijdo tem grande importancia no Brasil, sendo consumido em todos o0s
Estados e cultivado praticamente em todos 0s meses do ano, o que condiciona uma
diversidade de condicdes climaticas. No planalto catarinense o estresse por baixas
temperaturas ap6s a semeadura afeta negativamente a cultura, dificultando o arranque
inicial das plantas. Assim, a identificacdo de genoOtipos portadores de genes que
conferem a tolerdncia a este estresse € de grande valiosa para programas de
melhoramento. Para tanto, a técnica de isolamento de genes numa determinada situacéo,
a Hibridacdo Subtrativa Supressiva Seguida por PCR (SSH), pode auxiliar nesta
identificacdo. Assim, este projeto teve como objetivos, submeter gendtipos de feijdo ao
estresse por baixa temperatura, discrimind-los em tolerantes e sensiveis, e
posteriormente estudar os genes diferencialmente expressos nos genétipos mais
contrastantes por meio do sequenciamento de bibliotecas de cDNA. Inicialmente
gendtipos de feijdo foram germinados sobre duas temperaturas, 10 °C e 25 °C, num
delineamento experimental de blocos casualizados com trés repeticdes. Em seguida
foram avaliados o indice de velocidade de germinacdo, o comprimento da parte aérea e
das raizes, a massa fresca da parte aérea e das raizes, e a massa seca da parte aérea e das
raizes. Os dados foram submetidos a analise de variancia seguida do teste de
comparacao de médias. Apos a identificacdo do genotipo tolerante e sensivel ao frio,
foram realizadas as extracGes de RNA total destes gendtipos nas duas temperaturas de
germinacao, totalizando quatro amostras. Em seguida procedeu-se a SSH para isolar os
genes de interesse. Os fragmentos obtidos foram clonados em vetor p-GEM e
sequenciados pelo método Sanger. Os resultados revelaram variabilidade gquanto ao
carater tolerancia ao frio entre os genotipos avaliados, quando submetidos ao estresse,
sendo possivel discrimina-los. O gendtipo IAPAR 81 por apresentar comportamento
superior aos demais gendtipos foi classificado como tolerante, e o genétipo Pérola
devido seu desempenho insatisfatorio, como sensivel ao frio. Ap6s a SSH, foram
observados fragmentos diferencialmente expressos no genétipo tolerante, bem como no
sensivel, porém em menor intensidade. O sequenciamento dos clones da biblioteca de
cDNA do gendtipo IAPAR 81 revelou que 92,4% das seqiiéncias apresentaram
homologia com as ja depositadas no banco de dados (Genbank), e para 7,6% das
sequéncias ndo foi encontrada homologia, podendo estas corresponderem a fragmentos
de genes ainda ndo identificados e que podem estar intimamente relacionados a
tolerancia ao estresse por baixas temperaturas em feijdo no periodo da germinagéo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L. Estresse Abidtico. Frio. Expressdo Génica.



ABSTRACT

BARILI, Leiri Daiane. Gene expression in genotypes of common bean (Phaseolus
vulgaris L.) submitted to stress by low temperatures 2011. 67 f. Dissertacdo
(Mestrado em Producéo Vegetal) - Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias Agrarias, Lages, SC. 2011.

The bean is of the great importance in Brazil, and consumed in all states of the country.
Its growing occur in virtually every month of the year, which affects a variety of
weather conditions. In the Santa Catarina plateau, the stress by low temperatures in the
period after sowing, affects drastically the crop, making the startup of the plant causing
losses to farmers. When sowing in conditions of stress, the seeds of many genotypes
deteriorate and do not develops a plant. However, seeds of other genotypes have the
ability to produce uniform plants. This ability is due to a set of genes, which when
subjected to an adverse environment, it expresses and confers tolerance to the plant,
making the genotype that carriers these genes, a valuable source for breeding programs.
The identification of these genotypes, as well as the mining of these genes that confer
this phenotype, are essential for adaptation of the bean to cold regions. For this, a
modern technique of isolation of genes expressed in a particular situation, the
Suppressive Subtractive Hybridization Followed by PCR (SSH), can help in this search.
Therefore, this project had the purpose of submitting bean genotypes for low
temperature stress, break them into tolerant and sensitive, and then unravel the genes
differentially expressed in contrasting genotypes by sequencing cDNA libraries.
Initially bean genotypes were subjected to germination on the temperatures of 10 °C and
25 °C in a randomized block experimental design with three replications. They were
then evaluated according to the index of the germination velocity, length of the aerial
parts and the roots, fresh weight of the aerial parts and the roots, and dry mass of the
aerial parts and the roots. Data were subjected to analysis of variance, followed by the
comparison of means test. After the identification of genotypes tolerant and sensitive to
cold, extraction of total RNA was performed with these genotypes, followed by SSH to
isolate the genes of interest. These fragments were then cloned into specific vectors and
sequenced by the Sanger method. The results revealed the presence of variability among
genotypes when subjected to stress by low temperatures. It was possible to discriminate
genotype IAPAR 81 as tolerant, considering that it showed results superior to the other
genotypes. The Pérola genotype was considered as sensitive to cold. After the SSH
technique, were found differentially expressed fragments in the tolerant genotype, as
well as sensitive, but less intense. The sequencing of the cDNA library clones of the
IAPAR 81 genotype, revealed that 92.4% of the sequences showed homology with
those already deposited in the database (Genbank), and to 7.6% of the sequences, not
homology was found, which may also correspond to genes not identified and that are
closely related to stress tolerance by low temperatures in beans on germination period.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Abiotic stress. Cold. Gene Expression.
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1 INTRODUCAO GERAL

O atendimento a demanda crescente por alimentos em termos nacionais e
mundiais depende da unido de diferentes areas do conhecimento, que apontam para uma
agricultura associada a questdes ambientais. O aumento na produtividade das culturas,
sO sera possivel se os programas de melhoramento genético das plantas voltarem sua
atencdo para as mudancas climaticas que o planeta véem sofrendo. Juntamente com o
objetivo de aumento no rendimento de grdos, o melhorista deve almejar cultivares
tolerantes as mais diferentes condicdes de estresses que esta cultura sera submetida.
Entre os fatores ambientais importantes, as condi¢cdes de temperatura do ar tem grande
relevancia, em virtude de que as previsdes em relacdo a alteracdo térmica global sdo
ainda incertas (IPCC, 2007).

A incerteza ou desconhecimento em relacdo as condi¢cGes meteoroldgicas e da
probabilidade de ocorréncia de adversidades climéticas é constante a preocupacdo dos
setores primarios de producdo. No feijao esta preocupacdo também é permanente, pois €
uma cultura de grande importancia econdémica e social para o Brasil, por fazer parte do
prato principal da grande maioria da populacdo, e é freqlientemente submetida a
condicdes de estresse, pois € cultivada em todo territorio nacional.

O feijdo é uma planta dipléide com adaptacdo a climas quentes e amenos, numa
faixa térmica de 18 a 30 °C (VIEIRA et al., 1999), no entanto, é pouco tolerante a
fatores extremos do ambiente, sendo relativamente exigente as condigdes climaticas
(Embrapa, 2005). A producdo do feijdo é varidvel entre os anos e isto provoca
perturbacdes e inconstancia no cenario comercial (DOURADO e FANCELLI, 2000).
Esta oscilacdo no rendimento de grdos, muitas vezes devido ao desconhecimento das
condicBes meteorolégicas ao longo do periodo produtivo da cultura. Por ser uma cultura
intolerante a temperaturas menores que 15 °C e a geada, o frio é um fator limitante a
cultura, provocando injurias que afetam drasticamente seu potencial produtivo.

No periodo da germinacdo, o estresse por baixas temperaturas provoca reducdo
na porcentagem de sementes germinadas e desenvolvimento retardado das plantas
(MARIQOT, 2000), estendendo este prejuizo ao longo do ciclo produtivo. Existe uma

forte relacdo entre a taxa de germinacdo e a taxa de crescimento, ou seja, plantas que
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apresentam germinacdo lenta, provavelmente apresentardo crescimento retardado
(CUSTODIO et al., 2009). Tais ocorréncias geram preocupacdes e desestimulam os
produtores de feijdo, em especial os da regido do Planalto Catarinense, no Estado de
Santa Catarina, onde as baixas temperaturas no periodo pos-semeadura do feijao,
apresentadas pela primavera gelada desta regido, acarretam enormes prejuizos.

Neste contexto, ha um grande desafio, reinserir na cadeia produtiva do feijao,
produtores que abandonaram o cultivo devido aos prejuizos enfrentados, bem como
incentivar novos agricultores a cultivar este alimento de notavel importancia nacional e
mundial. Alicergado nas conquistas do passado, 0 melhoramento genético de plantas é
uma ciéncia que muito tem a contribuir para esta conquista, avaliando, selecionando e
adaptando plantas aos cenarios da agricultura (RAMALHO et al., 2009) e
desenvolvendo cultivares tolerantes aos estresses bioticos e abidticos.

O melhoramento de plantas, ciéncia de expressiva relevancia para a agricultura
e para a sociedade no Brasil e no mundo, proporcionou aumentos na produtividade das
culturas, plantas mais resistentes a pragas e doencas, bem como, permitiu o cultivo de
espécies em regides onde naturalmente sua producdo seria impraticavel. E hoje, para
enfrentar estes desafios, os melhoristas de plantas contam com modernas ferramentas da
biotecnologia. Assim, tornaram-se possiveis 0s estudos moleculares e a descoberta de
como ocorrem 0s eventos que as plantas disparam com a percepcao do estresse, levando
a expressdo dos genes que as permitem sobreviver a esta situacdo adversa (CUSTODIO
et al., 2009). Tais ferramentas associadas aos métodos convencionais de melhoramento
de plantas poderdo torna-los mais eficientes. Bem como, a descoberta de genes
envolvidos na tolerancia ao frio em feijao na germinacdo, pode auxiliar a identificacdo
de marcadores moleculares ligados a tolerancia e proporcionar a possibilidade da
selecdo assistida de individuos. O uso destes marcadores pode simplificar e acelerar a
selecdo de plantas tolerantes em populagéo segregante (ALVES et al., 2005).

A adaptacdo da cultura do milho de origem tropical a regides de clima
temperado, com a selecdo de individuos ou progénies tolerantes a menores temperaturas
(TROYER, 2004), ¢ um exemplo de grande relevancia, e que permite acreditar que o
desafio proposto pode ser alcancado. O desenvolvimento de genotipos de feijdo
adaptados a regido do Planalto Catarinense e tolerantes as baixas temperaturas podera
mitigar os problemas ocasionados por este estresse, reduzindo os danos econémicos

enfrentado pelos agricultores, bem como, alavancar a producéao de feijdo nesta regiéo.
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Neste sentido, este trabalho baseou-se nos seguintes pressupostos: i) que ha
variabilidade entre gendtipos de feijdo para o carater tolerancia ao estresse por baixas
temperaturas no periodo da germinacdo; ii) que esta variabilidade se deve a
determinados genes que sdo expressos nos gendtipos tolerantes apos a inducdo do
estresse; Com base no pressupostos o objetivo deste trabalho foi: i) submeter genotipos
de feijdo ao estresse por baixas temperaturas e discriminé-los em tolerantes e sensiveis
ao estresse; ii) identificar fragmentos de genes diferencialmente expressos nos gendétipos

contrastantes utilizando a Hibridizacdo subtrativa supressiva seguida por PCR.
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2 CAPITULO I: DESEMPENHO DE GENOTIPOS DE FEIJAO EM RESPOSTA
AO ESTRESSE POR BAIXA TEMPERATURA NO PERIODO DA
GERMINACAO

2.1 RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de genotipos de feijao
submetidos ao estresse por baixa temperatura e classificad-los em tolerantes ou sensiveis
para que sejam utilizados em estudos de melhoramento vegetal e genética molecular.
Oito genotipos de feijdo foram submetidos a germinacdo sobre duas condicdes de
temperatura (10 °C e 25 °C). As caracteristicas avaliadas foram: i) indice de velocidade
de germinacdo; ii) comprimento da parte aérea; iii) comprimento das raizes; iv) massa
fresca da parte aérea; v) massa fresca das raizes; vi) massa seca da parte aérea e Vii)
massa seca das raizes. O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados
com trés repeticdes. O gendtipo IAPAR 81 apresentou comportamento superior para
todas as caracteristicas estudadas, evidenciando possuir mecanismos de tolerancia ao
estresse de 10 °C. O gendtipo Pérola foi o mais afetado pelo frio obtendo menor

desempenho para todos os caracteres avaliados sendo caracterizado como sensivel.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L. Estresse Abidtico. Frio. Germinag&o.
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2.2 ABSTRACT

This study aimed to evaluate the performance of genotypes beans subjected to stress by
low temperature and classify them into tolerant or sensitive to be used in the
study of plant breeding and molecular genetics. Eight genotypes were germinated on
two temperature conditions (10 °C and 25 °C). The characteristics evaluated were: i)
germination speed; ii) shoot length; iii) root length; iv) fresh weight of shoot; v) fresh
weight of the roots; vi) shoot dry mass and vii) root dry mass. The experimental design
was split design with three replications. IAPAR 81 genotype showed the best
performance for all traits studied, showing possess mechanisms of 10 °C stress
tolerance. The Pérola genotype was the most affected by the cold getting lower

performance for all traits being characterized as sensitive.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Abiotic Stress. Cold. Germination.

2.3 INTRODUCAO

O cultivo do feijdo (Phaseolus vulgaris L.) é realizado em praticamente todos
os estados brasileiros e em todos 0os meses do ano, acarretando em uma dezena de
cenarios aos quais a cultura é submetida. Na maioria delas regides, as necessidades
hidricas, térmicas e nutricionais ndo sdo atendidas, reduzindo de forma negativa e
significativa o seu rendimento. A produtividade média nacional do feijdo no ano de
2010 foi de 842 kg ha™, ja em Santa Catarina de 1.383 Kg ha™ (CONAB, 2010), no
entanto ambas as produtividades estdo abaixo do potencial produtivo da cultura do
feijao que chega a 4.000 kg ha™* (BOREM, 2005).

As principais causas do baixo rendimento de grdo na cultura do feijédo séo os
estresses abidticos, pois influenciam negativamente as planta, afetando nas diferentes
fases do desenvolvimento. As condi¢Oes ideais de temperatura do ar para o
desenvolvimento da cultura sdo na faixa de 20 a 22 °C (Embrapa, 2003). No Sul do pais
em especial na regido do Planalto Catarinense esta exigéncia ndo é satisfeita, pois é
freqliente a ocorréncia de baixas temperaturas nos meses de outubro e novembro,
periodo em que a cultura do feijdo é semeada. Este fato € um entrave para a semeadura,

principalmente para cultivares de ciclo longo que necessitam serem semeadas no inicio
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de outubro. A identificacdo e desenvolvimento de genotipos tolerantes a baixa
temperatura na germinagao sdo importantes para o cultivo nesta regido catarinense.

O frio e a seca sdo prejudiciais a cultura do feijdo afetando todo seu
desenvolvimento culminando na reducdo na sua produtividade (GROVER et al., 2001).
As baixas temperaturas no estadio da germinacdo causam injdrias e desordem
fisiologica, atrasando e diminuido a porcentagem de plantas germinadas (MARTINS et
al., 2007) afetando o arranque inicial das plantulas e estande da lavoura. Temperaturas
préximas a 10 °C apds a semeadura ndo permitem a germinacao das sementes de feijao,
e quanto maior o0 tempo de exposicdo da semente ao estresse maior sua taxa de
deterioracdo (BINOTTI et al., 2008). Dentre os mecanismos fisiologicos responsaveis
pelos danos de frio, tem-se o impedimento do funcionamento da membrana celular e de
organelas (LYONS, 1973), a inibicdo da fotossintese devida a foto-oxidacéo da clorofila
nos cloroplastos (TAJIMA, 1995) e o estresse oxidativo. E uma alternativa para reduzir
estes prejuizos € utilizar genotipos tolerantes ao estresse (STEINER et al. 2010).

Debates alarmantes sobre as conseqiiéncias das mudancas climaticas na
agricultura estdo sendo realizados em todo mundo nas diferentes areas do conhecimento
(RAMALHO et al., 2009), bem como, as previsdes sobre as altera¢cdes na temperatura
global sdo ainda incertas (IPCC, 2007). Como no passado, 0 melhoramento genético de
plantas participara efetivamente na adaptacdo das culturas ao novo cenario da
agricultura, contribuindo na producdo de alimentos e de energia nas proximas décadas
(RAMALHO et al., 2009). Como exemplo, temos a adaptacdo da cultura do milho de
origem tropical as condi¢es temperadas, por meio da selecdo de individuos adaptados e
tolerantes as baixas temperaturas (TROYER, 2004).

Da mesma forma, o estudo de genoétipos de feijdo em relacdo a tolerdncia ao
estresse por baixas temperaturas, € de grande importancia em programas de
melhoramento. Estes trabalhos podem incrementar os blocos de cruzamento com fontes
de tolerancia, auxiliando o desenvolvimento de cultivares produtivas e adaptadas as
condicdes de baixa temperatura nas fases iniciais da planta, possibilitando antecipar a
época de semeadura (MERTZ et al., 2009). Tais estudos também fornecem subsidios
para trabalhos moleculares, que devido seu alto custo, requerem informacdes prévias
dos gendtipos para viabilizar sua execucao.

Desta forma o objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho de
gendtipos de feijdo submetidos ao estresse por baixa temperatura e identificar os

contrastantes para subsidiar estudos de melhoramento vegetal e genética molecular.
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2.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados oito genotipos de feijdo registrados no Servigo Nacional de
Protecdo de Cultivares, sendo, IAPAR 14, IAPAR 81, Pérola, IPR Colibri, IPR Chopim,
IPR Gralha, IPR Tiziu e IPR Uirapuru, os quais foram obtidos junto a seus detentores
(Instituto Agrondmico do Parand - IAPAR e Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - Embrapa) para garantir pureza varietal.

Os gendtipos foram submetidos a germinacdo sobre duas condicdes de
temperatura. Na condicdo T1 (condicdo de estresse), a temperatura foi de 10 °C e na
condicdo T2 (condicdo ideal), a temperatura foi mantida entre 22 °C e 25 °C. As
condicdes T1 e T2 foram simuladas utilizando cdmara de crescimento, onde a umidade
relativa foi mantida em 75%. A semeadura foi realizada em vasos plasticos numero 01
(dimensdes: 19,0; 13,0 e 16,0 cm), contendo 250 g de substrato Plantmax, com cinco
sementes por vaso, dispostas equidistantemente na profundidade de cinco centimetros.

Na condi¢do T1 os genotipos permaneceram na camara de crescimento até que
um dos baldes apresentasse cinco sementes germinadas com os cotilédones acima do
solo, ou seja, 100% da possibilidade de germinacdo por balde. Este periodo
correspondeu a 21 dias, partindo da semeadura, onde entdo, as avaliacbes foram
realizadas em todos os gendtipos. Na condicdo T2 os genotipos foram avaliados ao
sétimo dia de acordo com proposto por Brasil (2009) para sementes de feijao.

As caracteristicas avaliadas foram: i) indice de velocidade de germinagdo, ii)
comprimento da parte aérea (cm), iii) comprimento das raizes (cm), iv) massa fresca da
parte aérea (g), v) massa fresca das raizes (g), vi) massa seca da parte aérea (g) e vii)
massa seca das raizes (g).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi estimado conforme a
metodologia proposta por Maguirre (1962), onde séo contabilizadas diariamente as
sementes germinadas com os cotilédones acima do solo, utilizando a seguinte equacao:

G, G, G,
=214+ 24+
T T, T.

IVG

Onde: IVG ¢ indice de velocidade de germinacao;
G; até G; € o numero de plantas germinadas a cada dia;
Ty até T; é o tempo em dias.
O comprimento da parte aérea foi obtido medindo desde a zona de

diferenciacdo entre raiz/parte aérea até os cotilédones. O comprimento das raizes foi
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verificado medindo o comprimento da raiz priméria. Ambas as caracteristicas foram
mensuradas utilizando-se régua com graduacdo em milimetros. Os dados de massa
fresca e massa seca da parte aérea e das raizes foram obtidos individualmente. A massa
fresca foi mesurada no momento da avaliacdo do experimento, ja o valor de massa seca
foi obtido apds as amostras permanecerem em estufa com circulacdo de ar por 24 h na
temperatura de 62 °C (BRASIL, 2009). As pesagens foram realizadas utilizando balanca
digital com precisdo de 0,001 g.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados com trés
repeticdes. O modelo estatistico utilizado neste experimento foi:

Yijk =m+D, +0; +t +0t, +ey

Efeitos expressos na equacdo do modelo estatistico: m: média; b;: bloco; g;:
genatipo; t: temperatura; gty interacéo entre o genotipo j na temperatura k; e ejj: erro
experimental.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F ao nivel de 5%
de probabilidade de erro e posterior teste de comparacdo multipla de médias (Tukey), a
fim caracteriza-los como tolerantes e sensiveis a temperatura de 10 °C. As analises
foram realizadas utilizando o programa estatistico SAS 9.1.3 (STATISTICAL
ANALYSIS SYSTEM, 2002).

O experimento descrito acima foi realizado por trés vezes consecutivas, onde
na primeira delas, a condicdo de estresse foi de 5 °C, no entanto n&o foi possivel a
obtencdo de resultados visto que, as sementes apresentaram deterioracdo proximo ao
décimo quinto dia ap6s a semeadura. Na segunda realizacdo, o aparelho onde o
experimento estava sendo conduzido, apresentou defeito, sendo entdo o experimento
descartado. E na terceira vez, o experimento foi concluido e gerou os dados aqui

apresentados.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados inseridos na Tabela 1 sdo referentes a analise de variancia para
0s oito genotipos de feijdo estudados, os quais foram submetidos a germinagdo nas
temperaturas de 25 °C e 10 °C. Analisando os resultados é possivel verificar que a

interacdo gendtipo x temperatura apresentou efeito significativo para todos os caracteres
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estudados a 5% de probabilidade de erro, exceto para a caracteristica massa seca da
parte aérea (MSPA), porém se verifica que ambos os fatores, temperatura e gendétipo
apresentaram efeito significativo para esta caracteristica.

O efeito significativo da interacdo entre genotipo x temperatura demonstra que
estes gendtipos comportam-se de maneira diferenciada frente as temperaturas testadas.
Este fato evidenciou que o decréscimo de um determinado gen6tipo, quando estressado,
comportou-se diferentemente para uma determinada caracteristica entre 0s gendtipos
estudados. Atencdo especial deve ser dada aos caracteres CR, CPA, IVG, massa fresca
da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR), pois para todos os fatores
testados, apresentaram efeito significativo apontando serem bons indicadores para a

distingdo de gendtipos sensiveis e tolerantes a temperaturas abaixo do ideal.

Tabela 1- Andlise da variancia para os oito genotipos de feijao submetidos a germinagdo nas
temperaturas de 10 °C e 25 °C, para os caracteres, comprimento da parte aérea (CPA) e
das raizes (CR), indice de velocidade de germinagdo (IVG), massa fresca da parte aérea
(MFPA) e das raizes (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR).

Quadrado Médio

CPA CR IVG MFPA MFR MSPA MSR

Temp(T) 1 2182,22° 161240 8,79 864 0115 009 0,01
Gen (G) 7 4633 4596 0,18 031" 035 002" 0,03
TXG 7 1984 6007 010 010" 016" 001 0,04
2 7915 9807 0,03 058 016 002 001

24,25 2709 2939 27,11 3524 30,11 3546
7,82 13,13 002 003 004 001 0,01

FV GL

Bloco

C.V. (%)

Residuo

" Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F.

Estudos vém sendo realizados em diferentes culturas a fim de avaliar o efeito
das baixas temperaturas sobre as caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas de distintos
genotipos, e identificar os tolerantes ao frio como, por exemplo, nas leguminosas,
amendoim forrageiro (BRESOLIN et al., 2008), feijio (FERRAO et al., 2001) e em
gramineas como arroz (MARTINS et al., 2007), capim elefante (DALL’AGNOL et al.,
2005), entre outras. Em todos estes estudos foi encontrado diferenca significativa entre
0S gendtipos estudados em relacdo as temperaturas testadas, bem como o efeito
significativo destas sobre a manifestacdo dos caracteres avaliados, corroborando com o0s

resultados encontrados no presente trabalho.



22

Quando a interacdo entre os fatores é significativa (G x T), o procedimento
adequado é a decomposicdo dos graus de liberdade dessa interacdo, podendo desta
forma, avaliar o efeito de um fator dentro dos niveis do outro fator (BERTOLDO et al.,
2008). Tal procedimento foi efetuado através de contrastes (gendtipo em temperatura
(T) a 10 °C x genétipo em temperatura (T) a 25 °C) para todos os genétipos, 0s quais
apresentaram contrastes significativos, ou seja, todos os genoétipos, para todas as
caracteristicas avaliadas modificaram seu comportamento quando submetidos a
germinacdo de 10 °C, podendo esta diferenca ser verificada na Tabela 2 onde estdo
apresentadas as médias nas duas condicdes testadas.

N&o possibilitando por meio dos contrastes a identificacdo dos genétipos
tolerantes, foi realizado o teste de comparacdo de médias, a fim de analisar o
desempenho individual de cada gendtipo e a sua dissimilaridade em relacdo aos demais,
para entdo caracteriza-los em tolerantes ou sensiveis ao estresse por baixa temperatura.
As médias dos gendtipos para as sete caracteristicas (Tabela 2) podem ser analisadas
conjuntamente com as estimativas da diferenca entre as médias dos genotipos par a par
(Tabela 3), obtidas pelo teste de Tukey 5% de probabilidade de erro.

Verifica-se que para a caracteristica comprimento das raizes (Tabela 2), todos
0s gendtipos apresentaram reducdo no seu comportamento quando comparado seu
desempenho na condigdo T2 (25 °C) com a T1 (10 °C). Cabe salientar que os gendtipos
IPR Uirapuru e IAPAR 81 os quais apresentaram os melhores desempenhos em T2
(19,54 e 17,73 cm respectivamente) também foram os melhores em T1 (12,87 e 13,43
cm respectivamente) evidenciando sua superioridade quando submetidos as baixas
temperaturas. Em contrapartida, sensibilidade ao frio foi demonstrada pelos gendtipos
Pérola e IPR Gralha, os quais a 25 °C apresentaram elevado valor de CR (16,98 e 16,26
cm respectivamente), ja, quando estressados reduziram drasticamente seus desempenhos
apresentando os menores valores de CR a 10 °C (6,18 e 6,56 cm respectivamente).

Verifica-se que os genétipos IPR Uirapuru e IAPAR 81 ndo diferem
estatisticamente entre si para esta caracteristica (Tabela 3), no entanto sua superioridade
frente aos gendtipos de desempenho inferior, Pérola e IPR Gralha sdo comprovadas pela

diferenga significativa entre suas medias.
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Tabela 2. Média dos oito genétipos de feijdo germinados nas temperaturas (Temp) de 10 °C e 25 °C para os
caracteres: comprimento das raizes (CR) e da parte aérea (CPA), massa fresca da parte aérea (MFPA)
e das raizes (MFR), indice de velocidade de germinacio (IVG), massa seca da parte aérea (MSPA) e
das raizes (MSR).

Genotipos

Caracteres Temp "JAPAR IPR IPR  IAPAR IPR IPR IPR Pérola
81 Tiziu Chopim 14 Uirapuru Colibri Gralha

CR (cm) 25 17,73 15,86 16,66 15,62 19,54 16,87 16,26 16,98
cm

10 13,43 10,28 9,58 9,54 12,87 9,75 6,56 6,18
25 18,48 12,62 14,06 16,48 13,53 16,44 14,22 16,07

CPA (cm)
10 956 7,32 9,38 5,78 5,76 5,95 533 5,03
25 1,12 0,82 0,83 0,86 0,73 1,00 0,68 1,02

MFPA (g)
10 0,60 041 0,40 0,36 0,39 0,36 0,25 0,23
25 0,93 0,67 0,72 0,62 0,96 0,68 0,63 0,71

MFR (9)
10 0,88 0,55 0,52 0,46 0,60 0,46 0,31 0,22
VG 25 1,00 0,74 0,52 0,67 0,72 0,93 0,70 0,60
10 0,35 0,31 0,26 0,24 0,32 0,25 0,17 0,15
25 0,35 0,24 0,25 0,27 0,21 0,30 0,20 0,30

MSPA (9)
10 0,14 0,09 0,09 0,06 0,04 0,05 0,04 0,02
25 0,04 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03

MSR (9)
10 0,09 0,05 0,05 0,05 0,06 0,04 0,03 0,01

Da mesma forma que para CR, para a caracteristica comprimento da parte
aérea (Tabela 2), todos os gendtipos apresentaram grande reducdo no seu
comportamento, no entanto os genoétipos IAPAR 81 e IPR Chopim, mesmo sobre
condigdes adversas de temperatura apresentaram potencial de crescimento da parte
aérea, atingindo os maiores valores de CPA, de 9,56 cm e 9,38 cm, respectivamente,
fato este que ndo ocorreu com os genotipos Pérola (5,03 cm) e IPR Gralha (5,33 cm) 0s
quais apresentaram os menores desempenhos. Os gendtipos IPR Chopim e IAPAR 81
néo diferem estatisticamente (Tabela 3) entre si para CPA, em contrapartida apresentam
diferenca significativa com os genétipos de desempenho inferior Pérola e IPR Gralha.
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Tabela 3. Estimativa da diferenca entre as médias dos genétipos de feijio par a par germinados a 10°C que

apresentaram diferenca significativa, para os caracteres comprimento da parte aérea (CPA) e das

raizes (CR), massa fresca da parte aérea (MFPA) e das raizes (MFR), Indice de velocidade de

germinacédo (IVG), massa seca das raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA).

Caracteristicas

Gendtipoi X Gendtipo j

CPA CR MFPA MFR IVG MSR MSPA
IPR Chopim X IPR Colibri 3,66 - - - - - -
IPR Chopim X IPR Gralha 4,02 - - - - - -
IPR Chopim X IAPAR 14 3,57 - - - - - -
IPR Chopim X IAPAR 81 - 385 0200 -0,35 - -0,04" -
IPR Chopim X Pérola 4,77 - - 0,31 - 0,04 0,07
IPR Chopim X IPR Tiziu - - - - - - -
IPR Chopim X IPR Uirapuru 3,60 - - - - - -
IPR Colibri X IPR Gralha - - - - - - -
IPR Colibri X IAPAR 14 - - - - - - -
IPR Colibri X IAPAR 81 386" -368" -024  -0,44 - -0,05  -0,09"
IPR Colibri X Pérola - 3,70° - 0,21 - - -
IPR Colibri X IPR Tiziu - - - - - - -
IPR Colibri X IPR Uirapuru - - - - - - -
IPR Gralha X IAPAR 14 - - - - - - -
IPRGralha X IAPAR 81 423" 688" -036 -056 -0,17 -0,06 0,10
IPR Gralha X Pérola - - - - - - -
IPR Gralha X IPR Tiziu - 373" -017° -0.23" - : .
IPR Gralha X IPR Uirapuru - -6,32" - 027 -0,147 - -
IAPAR 14 X IAPAR 81 3,777 -3,89"  -0,24" 042" - 0,04~ -0,08
IAPAR 14 X Pérola - 3,57 - 0,24 - 0,04" -
IAPAR 14 X IPR Tiziu - - - - - - -
IAPAR 14 X IPR Uirapuru - -3,33" - - - - -
IAPAR8L X Pérola 497" 746° 039 065 019 008 012
IAPAR8L X IPR Tiziu - 3157 019 033 : 0,04 -
IAPAR81 X IPR Uirapuru 3,80" - 023" 0,28 - : 0,10
Pérola X IPR Tiziu - 431" -020° -033 -015 -004  -0,07
Pérola X IPR Uirapuru - 690" -0,16° -0,37 -017 -0,05 -
IPR Tiziu X IPR Uirapuru - - - - - - -

" Estimativas diferem significativamente a 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey-Kramer.
" Estimas sem diferenca significativa a 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey-Kramer.
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O desenvolvimento da raiz é fundamental para implantacdo de qualquer
cultura. No feijdo, ela é a primeira estrutura que se desenvolve, e sua boa expansao e
comprimento sdo desejaveis para aumentar a area de exploracdo das raizes no solo e
melhorar a fixacdo da planta. Apds o desenvolvimento da raiz ocorre o crescimento do
hipocétilo e em seguida sua diferenciacdo em parte aérea, a qual esta diretamente
relacionada a habilidade do gendtipo em germinar sobre condi¢des adversas visto que, a
capacidade em elongacdo da parte aérea esta relacionada a fatores como a competicédo
pela radiacdo solar, onde a suscetibilidade dos gendtipos as baixas temperaturas, causam
sérios danos no estabelecimento da lavoura, diminuindo o estande inicial e favorecendo
o0 crescimento de plantas daninhas (CRUZ e MILACH, 2004).

Desta forma, as caracteristicas supracitadas sdo de grande importancia a serem
consideradas na discriminacdo dos genotipos tolerantes as baixas temperaturas, pois, 0s
que apresentarem bom desenvolvimento, podem ser considerados como genotipos
potenciais e que possuem habilidades de tolerar este estresse e sobreviver, como é o
caso do IAPAR 81, que apresentou o melhor desempenho para ambas. Sob baixas
temperaturas, pode ocorrer reducdo do crescimento das plantulas e esse prejuizo,
geralmente, € proporcional ao periodo de exposicdo a essa determinada temperatura,
podendo se estender o problema durante todo periodo de desenvolvimento da cultura
(MARCOS FILHO, 2005). Sendo assim, verifica-se que IAPAR 81 é um gendtipo
potencial a ser utilizado em regides onde a ocorréncia de baixas temperaturas € comum,
nos meses em que a semeadura do feijdo é realizada.

Outra caracteristica de grande relevancia é o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) o qual combina a avaliacdo da velocidade de germinacdo com a
uniformidade da emergéncia das plantulas, demonstrando que, 0s gendtipos que
apresentarem os maiores valores quando em condicdo de estresse, sdo 0s que tiveram
rapida e uniforme germinacdo e emergéncia e desta forma podem ser considerados
como tolerantes ao frio (MARCOS FILHO, 2005).

Delouche (2004) considera que as baixas temperaturas sdo o fator de maior
influéncia sobre a velocidade, porcentagem de germinacdo e emergéncia de plantulas,
sendo importante estudar e explorar a variabilidade genetica existente entre gendtipos
(SILVA, 2008), e, a partir da identificacdo de gendtipos tolerantes a baixa temperatura,
utilizd-los como fontes de genes em blocos de cruzamento de programas de

melhoramento de plantas.
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Desta maneira, pode ser observado na Tabela 2, que os gendtipos IAPAR 81 e
IPR Uirapuru apresentaram os maiores valores de 1IVG (0,35 e 0,32 respectivamente)
em relacdo aos demais genoOtipos quando estressados, bem como, ndo diferiram
significativamente entre si (Tabela 3), indicando que possuem mecanismos capazes de
tolerar a baixa temperatura e germinar nesta condigcdo adversa. No entanto IAPAR 81 e
IPR Uirapuru diferiram estatisticamente dos gendétipos Pérola e IPR Gralha os quais se
mostraram sensiveis a temperatura de 10 °C, pois apresentaram os menores valores de
IVG (0,15 e 0,17 respectivamente).

A reducdo gradativa da temperatura afeta a velocidade de embebicdo e
mobilizacdo de reservas, provocando decréscimo na velocidade de germinacgéo,
contribuindo para maior sensibilidade da semente aos fatores adversos do ambiente,
especialmente a associacdo com microorganismos, e consequentemente maior
dificuldade no estabelecimento das plantulas no campo (MARCOS FILHO, 2005).

Certos gendtipos possuem mecanismos que lhes confere maior rapidez na
emergéncia, conferindo a eles vantagens no crescimento inicial da parte aérea e do
sistema radicular, e este fato pode ser comprovado, analisando conjuntamente estas
caracteristicas na Tabela 2, onde os genotipos que apresentaram o melhor e o pior
desempenho para CPA e CR foram 0s mesmos que apresentaram 0 maior e 0 menor
valor de IVG sendo eles IAPAR 81 e Pérola respectivamente.

Em estudos com a cultura da soja, Castro et al., (2008) verificaram que as
caracteristicas massa fresca e seca das raizes estdo diretamente relacionadas ao
comprimento das mesmas, bem como o tamanho da parte aérea com sua massa fresca e
seca. Também no feijdo tal fato pode ser corroborado, pois 0s gendtipos que
apresentaram desempenho superior e inferior para CPA e CR foram 0s mesmos que
apresentaram para MFPA e MFR. Ou seja, em relacdo aos caracteres massa fresca da
parte aérea e massa fresca das raizes (Tabela 2) o gendtipo IAPAR 81 apresentou
superioridade, obtendo as maiores médias para ambos os caracteres (0,60 e 0,88 g
respectivamente), bem como, apresentou diferenca significativa de todos os genotipos
(Tabela 3), até mesmo dos que atingiram a segunda melhor média para as duas
caracteristicas sendo eles, IPR Tiziu para MFPA (0,40 g) e IPR Chopim para MFR
(0,60 g). O gendtipo Pérola manteve seu comportamento inferior também para MFPA e
MFR, apresentando os piores resultados para as ambas (0,23 g para MFPA e 0,22 g para
MFR), bem como, diferiu significativamente do genotipo elite IAPAR 81.
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Por fim, para os caracteres MSPA e MSR, verifica-se que o gendtipo IAPAR
81 apresentou 0 mesmo comportamento dos caracteres supracitados, apresentando 0s
maiores resultados (0,14 g para MSPA e 0,09 g para MSR), quando comparado aos
demais genotipos (Tabela 2). Em relacdo a MSPA, IAPAR 81 obteve diferenca
significativa de todos os gendtipos (Tabela 3), exceto do IPR Tiziu e IPR Chopim (0,09
g para ambos). Para MSR, IAPAR 81 diferiu de forma significativa de todos os demais
sete gendtipos estudados. Em contrapartida o gendétipo Pérola apresentou valores muito
menores para estas caracteristicas (0,02 g para MSPA e 0,01 g para MSR) e ndo
diferindo apenas do gendtipo IPR Gralha para MSR (Tabela 3). Santos et al. (2009)
estudando solugdes salinas em feijdo afirmam que as caracteristicas MSPA e MSR, sdo
de suma importancia a serem observadas e avaliadas quando o objetivo do estudo é
identificar gendtipos tolerantes a estresses.

A superioridade de certos gendtipos é de grande relevancia, pois sua
capacidade da tolerancia em condicgdes de estresses demonstra que quando semeados em
condicdes adversas de temperatura irdo reagir e obter bom desenvolvimento. A
adaptacdo das plantas a um ambiente desfavoravel é baseado na necessidade de sua
sobrevivéncia (NETO, 2004). E a expressao de genes desencadeada pela condicdo de
estresse é o fator que possibilita a estes gendtipos a tolerdncia, ao contrério dos
sensiveis que apresentam grande reducao quando germinados sob baixas temperaturas.

A tolerancia ao frio é a capacidade que certas cultivares apresentam em
suportar a ocorréncia de baixas temperaturas, sem reducdo importante no seu
rendimento e manifesta-se nas diferentes fases de desenvolvimento da cultura do feijdo,
sendo a germinacdo uma das mais importantes. Verifica-se que determinados genétipos
ora apresentam valores superiores, ora inferiores, no entanto o genétipo IAPAR 81 em
todas as caracteristicas estudadas mostrou-se superior, com excelentes médias
evidenciando assim sua capacidade de tolerar o frio, ao contrario dos gendtipos Pérola e
IPR Gralha que apresentaram sensibilidade a temperatura de 10 °C.

2.6 CONCLUSAO

Existe variabilidade entre os gendétipos testados quanto a capacidade de tolerar

a baixa temperatura no periodo da germinagao.
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O gendtipo IAPAR 81 apresenta mecanismos que lhe conferem tolerancia a
temperatura de 10 °C na fase da germinac&o, pois apresentou superioridade em todos 0s
caracteres testados.

Em contrapartida, os gendtipos Pérola e IPR Gralha foram os mais afetados

pela baixa temperatura sendo caracterizados como 0s mais sensiveis.
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3 CAPITULO II: MINERACAO DE GENES EM GENOTIPOS DE FEIJAO
INDUZIDOS PELO ESTRESSE A BAIXAS TEMPERATURAS

3.1 RESUMO

O feijao é uma cultura altamente influenciada pelas condi¢cGes ambientais,
sendo a temperatura do ar um dos fatores que mais afeta seu desempenho. Quando
submetido ao estresse por temperaturas abaixo do ideal no periodo ap6s a semeadura,
ele apresenta sérios prejuizos, principalmente quando sdo utilizados genotipos sensiveis
ao frio. A utilizacdo de gendtipos tolerantes ameniza os danos, pois possuem genes que
Ihes confere capacidade de superar esta situacdo adversa. A identificacdo dos genes que
controlam a tolerancia ao frio em feijdo é de grande interesse aos programas de
melhoramento, e a técnica da hibridacdo subtrativa supressiva (SSH) é uma poderosa
ferramenta da biologia molecular que auxilia nesta busca. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi estudar e identificar genes diferencialmente expressos em genotipos de
feijdo apds a inducdo do estresse por baixas temperaturas no periodo da germinacao.
Identificados os gendtipos sensivel e tolerante, procedeu-se o estudo da expressao
génica utilizando a SSH, seguido da construcdo e sequenciamento da biblioteca de
cDNAs diferencialmente expressos na condicdo de estresse. Foi possivel verificar ao
término da SSH que tanto o genodtipo tolerante IAPAR 81 quanto o sensivel Pérola,
apresentaram fragmentos diferencialmente expressos, revelando que ambos possuem
expressao diferencial quando submetidos ao estresse. A maior quantidade de fragmentos
no IAPAR 81 indica que ele expressa genes que o Pérola, devido a sua sensibilidade ao
frio, ndo expressa. O seqlienciamento da biblioteca de cDNA do IAPAR 81 revelou que
7,8% das sequéncias obtidas ndo possuem homologia com as ja depositadas nos banco
de dados (Genbank), indicando que podem estar relacionadas aos genes que conferem a

tolerancia ao IAPAR 81 as baixas temperaturas no periodo da germinagéo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L. Estresse abidtico, Hibridizagdo subtrativa

supressiva.
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3.2 ABSTRACT

The crop bean is heavily influenced by environmental conditions, and the air
temperature is the factor that most affects its performance. When subjected to stress by
temperature below of the ideal in the period after sowing, its presents serious damage,
especially when used cold-sensitive genotypes. The use of tolerant genotypes mitigates
the damage, because it has genes that confer ability to overcome this adverse
situation. The identification of genes that control cold tolerance in beans is of great
value to the improvement programs, and suppressive subtractive hybridization
technique (SSH) is a powerful tool of molecular biology that helps in this search. Thus,
the aim of this work was study and identify differentially expressed genes in bean
genotypes after the induction of low temperature stress during the germination
period. After identified in sensitive and tolerant, the genotypes were conducted to the
study of gene expression using the SSH technique, followed by construction and
sequencing of the library of differentially expressed cDNAs in the stress condition. It
was possible to check at the end of the SSH technique that both genotypes, the tolerant
IAPAR 81 and sensitive Pérola, showed fragments differentially expressed, revealing
that both have differential expression when subjected to stress. The largest amount of
fragments in the IAPAR 81, indicates that it expresses genes that Pérola, due to its
sensitivity to cold, do not expresses. The sequencing of the IAPAR 81 cDNA library
revealed that 7.8% of the sequences obtained have no homology with those already
deposited in the database (Genbank), indicating that it may be related to the genes that
confer tolerance to low temperatures in the IAPAR 81 genotype in period of

germination.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Abiotic Stress, Suppressive Subtractive
Hybridization.

3.3 INTRODUCAO

A cultura do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) possui grande importancia
econbmica e social, sendo amplamente cultivada no territério brasileiro, cujo
desempenho é altamente influenciado pelas condi¢des de ambiente (COIMBRA et al.,

2009). E uma espécie adaptada a climas quentes, numa faixa térmica de 22 °C a 25 °C,
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sendo a temperatura do ar um dos elementos climéticos de maior importancia para esta
cultura (Embrapa, 2003).

A planta de feij&o é intolerante a temperaturas menores que 15 °C (BOHMER et
al., 2008), pois temperaturas baixas provocam prejuizos substanciais a cultura, em
diferentes fases de seu desenvolvimento, indo desde, a reducdo na velocidade de
embebicdo das sementes e mobilizacdo de reservas (MARCOS FILHO, 2005), o que
reduz a germinacdo, até a acentuada abscisdo de flores, esterilidade dos graos de polen,
distorcao de tubo polinico e aborto de 6vulos que culmina na queda do rendimento.

Nas Ultimas décadas os melhoristas tém buscado, selecionar e adaptar as plantas
as condices subdtimas de temperatura (FERRAO et al., 2006), bem como, estudar os
mecanismos genéticos envolvidos nesta adaptacdo. Quando submetidas a condicGes de
estresse, as plantas desencadeiam uma serie de reacGes que as permitem tolera-lo,
manifestando mudancas morfolégicas e fisioldgicas, as quais apresentam bases
moleculares e genéticas (CASAGRANDE et al., 2001). Toda expressdo fenotipica tem
como base alteracfes no genotipo e interacdes deste com o0 meio ambiente. A cascata de
eventos que resulta dessa interacdo pode ser investigada pela identificacdo dos genes
responsaveis por tais caracteristicas bem como pela expressdo dos mesmos. Tal
entendimento é de grande importancia para o desenvolvimento de gendtipos de feijdo
tolerantes a baixas temperaturas.

O advento das técnicas de biologia molecular, como selecdo assistida por
marcadores, transgenia, gendmica, entre outras, incorporadas aos programas de
melhoramento classico, vem otimizando a obtencdo de genotipos superiores e
tolerantes, bem como, possibilitando o estudo e a descoberta de genes responsaveis pela
tolerancia a diferentes estresses abidticos. Existe uma série de metodologias
moleculares, disponiveis para identificacdo destes genes, entre elas, AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), Differential Display - DD, microarranjos de DNA
(MicroArrays), entre outras, as quais diferem entre si, principalmente, no volume de
informacdes obtidas e no custo de sua execucdo (FREEMAN et al., 2000).

A técnica da hibridizacdo subtrativa supressiva (SSH) desenvolvida por
Diatchenko et al. (1996), é hoje, uma das formas mais eficientes e indicadas para
identificacdo de genes expressos em resposta aos estresses bioticos e abidticos
(GUZZO, 2004), pois possibilita distinguir seqiiéncias de cDNA diferencialmente
expressas num individuo com e sem a presenca de estresse (CASAGRANDE et al.,

2001), por se basear na hibridizagdo entre amostras de cDNA derivadas de tecidos
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expostos a diferentes tratamentos. Genes expressos nos dois tratamentos, produzirdo
similar quantidade de mRNA, e conseqiientemente de cDNA, os quais em condigdes
apropriadas e complementares hibridizardo e serdo eliminados da amostra, enquanto que
0s cDNAs expressos apenas na condicdo de estresse sdo mantidos e amplificados
exponencialmente.

Os transcritos enriquecidos oriundos da SSH, sdo utilizados para a criacdo de
bibliotecas de cDNA, que consiste na inser¢do do fragmento de cDNA, em vetores de
clonagem, seguido de sua multiplicacdo em células bacterianas competentes. Tais
bibliotecas podem ser seqiienciadas, a fim de, se obter a seqliéncia nucleotidica que
compdem os transcritos diferencialmente expressos, na condi¢do de estresse por baixas
temperaturas em feijdo. Além disso, a partir do conhecimento da sequéncia de DNA dos
genes de interesse, é possivel desenhar sondas especificas baseadas em PCR. Estes
iniciadores poderdo ser Uteis na selecdo assistida por marcadores moleculares nos
estagios iniciais de desenvolvimento, a fim de verificar a presenca ou ndo do gene que
confere tolerancia ao estresse. Tal tecnologia permite identificar individuos superiores
com relativa facilidade (ZHANG e STOMMEL, 2001), bem como, ha possibilidade da
transformac&o genética via transferéncia de genes de interesse (BEEVER, 2000).

Em plantas, a técnica de hibridizacdo subtrativa supressiva seguida da
construcdo e seqlenciamento da biblioteca de cDNA foi realizada em culturas como,
Solanum tuberosum com plantas infectadas com virus-Y (NOVAK et al., 2006), em
sementes de Haloxylon ammodendron submetidas o estresse osmoético (JIANG et. al.,
2004), em cafeeiro com tecidos de diferentes regides da planta submetidos aos estresses
bioticos e abidticos (VIEIRA et al., 2006), em genotipos de Glycine Max submetidos ao
estresse hidrico (CASAGRANDE et al., 2001). Tais estudos permitiram a identificacdo
de novos genes diferencialmente expressos em resposta as condi¢des submetidas.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi identificar fragmentos de genes
diferencialmente expressos em gendtipos de feijdo induzidos com o estresse a baixa

temperatura no periodo da germinacéo.

3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Extragdo do RNA total

As extracbes de RNA total foram realizadas no laboratério de Analises
Genéticas do Instituto de Melhoramento e Genética Molecular (IMEGEM) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC).
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Os genotipos utilizados para este estudo foram IAPAR 81, gen6tipo tolerante a
baixa temperatura e Pérola gendtipo sensivel, caracterizados no Capitulo 1. A extragdo
do RNA total foi realizada utilizando as folhas de tais genotipos, nas duas condicfes de
germinacdo (10 e 25 °C) que estavam armazenadas a -80 °C. As quatro extracdes foram
realizadas utilizando o reagente comercial TRIzol (Invitrogen, USA): 1% e 2% genoétipo
tolerante na condicdo de estresse (Tester tolerante) e na condicdo testemunha (Driver
tolerante); 3% e 4% gendtipo sensivel na condicdo de estresse (Tester sensivel) e na
testemunha (Driver sensivel).

Os instrumentos utilizados na extragdo foram tratados com NAOH 0,5 N por um
periodo de 18 horas para inativacdo de RNAses e esterilizados por 20 minutos a 120 °C.
A microcentrifuga utilizada no experimento (Eppendorff 5403 C) foi mantida durante
todo o processo a 4 °C.

O tecido vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e transferido para tubos de
1,5 ml (livre de RNAses), adicionado 1,0 mL de TRIzol e agitado. Em seguida,
adicionou-se 200 pL de cloroférmio, procedeu-se a homogeneizacdo e centrifugacdo a
14.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tudo e foram
acrescentados 500 pL de Isopropanol 100% e mantido em repouso por 10 minutos em
temperatura ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas a 14.000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado 2X com etanol 75 % e
centrifugado a 5.000 g por 5 minutos.

Apos o descarte do etanol, o pellet de RNA foi seco e dissolvido em 20 pl de
agua estéril livre de RNAses. A qualidade do material extraido foi analisada em gel de
agarose 1,5 % e a analise quantitativa em espectrofotobmetro (Biophotometer Eppendorf)

e em seguida armazenado a -80 °C.

3.4.2 Hibridacao Subtrativa Supressiva seguida por PCR

A identificacdo dos genes induzidos pelo estresse térmico (10 °C) nos genétipos
IAPAR 81 e Pérola apds a inducdo do estresse na germinacdo, foi realizada com a
técnica da Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (DIATCHENKO et al., 1996;
GURSKAYA et al., 1996). Esta técnica permite a obtencdo de bibliotecas subtraidas de
cDNA, as quais devem conter os genes diferencialmente induzidos pelo frio. Para tanto,
foi utilizado o Kit PCR Select ™cDNA Subtraction Kit (Cat. No. 637401, Clontech)

conforme instrugdes do fabricante.
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Foram construidas duas bibliotecas de cDNA, onde uma delas referia-se aos
transcritos diferencialmente expressos no genotipo IAPAR 81 apds o estresse, e a outra
aos transcritos do genotipo Pérola. Para a realizacdo das hibridizacbes em ambos os
gendtipos considerou-se as plantas submetidas ao estresse de 10 °C como Tester e as

plantas do tratamento controle (25 °C) como Driver.

3.4.2.1 Sintese dos cDNAs Tester e Driver

A sintese da primeira fita de cDNA é feita pela enzima de origem viral
Transcriptase reversa (AMV), uma polimerase que utiliza a fita de RNA como molde
para sintese de DNA. Desta forma, as moléculas de RNAm portadoras da cauda poli-A,
estabelecem pontes de H com segmentos iniciadores contendo sitios de reconhecimento
(cauda poli-dT 5' -TTTTGTACAAGCTT(30)-3").

A sintese da 12 fita de cDNA foi realizada adicionado em um microtubo 4,0 pL
de RNA total e 1,0 pL do iniciador cDNA Synthesis Primer (10 mM). A reagéo foi
encubada a 70°C por 2 min e em seguida resfriada em gelo por 2 min. Neste mesmo
microtubo foram adicionados 2,0 uL do tampdo da 12 fita (5X), 1,0 pL de dNTP (10
mM cada), 1,0 pL de &gua estéril e 1,0 pL da enzima AMV transcriptase reversa (20 U
mL-1). A reacdo foi incubada por 90 min a 42 °C. Transcorrido este periodo 0s
microtubos foram colocados em gelo para finalizar da sintese da 12 fita.

Para a sintese da 22 fita de cDNA foram adicionados nos mesmos microtubos
contendo a reacdo da 12 fita de cDNA, 48,4 uL de agua estéril, 16,0 puL de tampéo da 22
fita de cDNA, 1,6 pL do mix dNTP (10 mM) e 4,0 pL de 20X Second-Strand Enzyme
Cocktail. Homogeneizou-se gentilmente e incubou-se por 2 h a 16 °C. Ao final deste
periodo 6 U da enzima T4 DNA Polimerase foram adicionados aos microtubos, e
novamente encubados por 30 minutos a 16 °C.

Transcorrido o periodo 30 minutos a purificacdo e recuperacdo dos cDNAs
sintetizados foi realizada conforme recomendado no manual do Kit PCR Select ™cDNA
Subtraction. Aos cDNAs sintetizados foram adicionados 100 pL de Fenol:
Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1), homogeneizado e centrifugado por 10
minutos a 16.000 g a temperatura ambiente. A camada aquosa superior foi removida e
transferida para outro microtubo e a interfase e a fase inferior descartadas. Ao
transferido foram adicionados 100 pL de Cloroférmio:Alcool Isoamilico (24:1),
homogeinizado e centrifugando por 10 minutos a 16.000 g. A camada foi novamente

coletada e transferida para um novo microtubo. Foram adicionados 40 pL de acetato de
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amonio (4M) e 300 pL de Etanol Gelado (95%). A mistura foi homogeinizada e
centrifugada por 20 minutos a 16.000 g. O sobrenadante foi removido e o0 cDNA
precipitado com 500 pL de Etanol Gelado (80%) e centrifugado por 10 minutos a
16.000 g. O sobrenadante foi removido e o precipitado seco em temperatura ambiente e
em seguida ressuspenso em 50 pL.

Para avaliagdo do rendimento e tamanho dos cDNAs sintetizados 6 pL do
material ressuspenso foi aplicado em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de

etido e visualizado com auxilio de luz ultravioleta.

3.4.2.2 Digestdo dos cDNAs obtidos com a enzima Rsa |

Esta etapa é necessaria para possibilitar a ligacdo dos adaptadores nas moléculas
de cDNA na proxima etapa, os quais facilitam as amplificacGes via PCR dos fragmentos
diferencialmente expressos. A enzima Rsa | age no reconehcimento de quatro
nucleortideos 5” GT|AC 3°.

Em microtubos estéreis foram adicionados 43,5 puL do cDNA fita dupla
anteriormente produzidos, 5uL do tampdo de Rsa | (10x) e 1,5 pL da enzima Rsa | (10
U pL™). A mistura foi incubada por 2 h a 37 °C em banho-maria. Transcorrido este
periodo foram adicionados 2,5 uL EDTA/glicogénio para finalizar a digestéo.

Em seguida foi realizada a purificacdo dos cDNAs digeridos dos demais
componentes da reacdo conforme recomendado no manual do Kit PCR Select ™cDNA
Subtraction como descrito anteriormente. Ao final da recuperagdo, obteve-se um
precipitado de cDNA o qual foi seco em temperatura ambiente e em seguida
ressuspenso em 5,5 pL de agua estéril. A avaliacdo da eficiéncia da digestdo com Rsa |
foi realizada pela comparacdo entre as amostras dos cDNAs antes e apds a digestdo,
revelados em gel de agarose (1,5%) e corado com brometo de etidio.

Comprovada a eficiéncia da digestdo enzimatica, as amostras Tester foram
ligadas aos adaptadores, enquanto que a populacdo de moléculas Drivers foram

armazenadas a - 20 °C ndo sendo ligadas aos adaptadores.

3.4.2.3 Ligacéo dos adaptadores ao cDNA Tester digerido com Rsa |

Para a ligacdo dos adaptadores foi diluido 1 pL de cada cDNA tester digerido
em 5 pL de &gua estéril. As populagcdes Testers diluidas dos gendétipos IAPAR 81 e
Pérola foram subdivididas, cada um deles, em duas aliquotas (1 e 2) em microtubos

estéreis. Uma das aliquotas recebeu o adaptador 1 e a outra o adaptador 2R, resultando
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em duas populagdes de Tester (1) e (2) de cada gendtipo. A reacdo de ligacdo dos
adaptadores consistiu na combinacdo dos itens listados na Tabela 4.

Tabela 4: Componentes utilizados na ligacdo dos adaptadores nas populacfes Testers de cDNA.

Quantidades

Componentes
Tubo 1: cDNA Tester 1-1  Tubo 1: cDNA Tester 1-2
cDNA tester diluido 2 uL 2 UL
Adaptador 1" 2puL e
Adaptador 2R s 2 uL
T4 DNA ligase (400 U pL-1) 1puL 1L
Tampéo de ligacdo (5X) 2 uL 2 UL
Agua estéril) 3uL 3L
Volume final 10 pL 10 pL

*Adaptador 1:5- CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'
" Adaptador 2R: 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

A mistura foi incubada por 12 h a 16 °C. Transcorrido este periodo a reacdo de
ligagéo foi interrompida adicionando-se 1 pL de EDTA/Glicogénio aos microtubos e o

aquecimento por 5 minutos a 72°C inativou a T4 DNA ligase.

3.4.2.2 Reag0es de Hibridizagbes

As etapas de hibridizagdo visam a selecdo de moléculas de cDNA expressas
diferencialmente nos gendtipos estudados na condicdo de estresse ou Tester. Assim,
foram realizadas duas etapas de hibridizacdes, a primeira objetivando equalizar as
seqliéncias diferencialmente expressas e a segunda hibridizacdo com o propdsito de
gerar moldes para amplificacdo via PCR das seqliéncias de interesse.

Os constituintes da primeira reacdo de hibridizacdo estdo listados na Tabela 5.
Apbs a mistura dos componentes, as reacdes foram submetidas a desnaturacdo a
temperatura de 98 °C por 90 segundos e posteriormente encubadas por 8 h a 68 °C.

Ao término da primeira hibridizacdo foi iniciada a segunda. Primeiramente foi
preparado o Mix desnaturado (90 segundos a 98°C) de cDNA Driver digerido com Rsa
I, com os componentes descritos na Tabela 5. Na sequiéncia, o contetdo proveniente da
primeira hibridizagdo (Tester com adaptador 1 e Tester com adaptador 2R) foram
misturados em um Unico recipiente e a eles adicionado o Mix desnaturado.

A reacgdo foi incubada por 12 h a 68°C para interagcdo entre as moléculas de
cDNA. Ao término das 12 h a adigdo de 200 pL do tampéo de diluigdo e 0 aquecimento

das amostras por 7 minutos a 68°C finalizou a segunda hibridizacao.



37

Tabela 5: Montagem da primeira e segunda hibridizacdo de cDNA Tester e Driver. Descricdo dos
componentes e quantidade (uL) utilizadas em cada reacéo.

Quantidades
Componentes Hibridizacao da Hibridizacdo da
amostra 1 amostra 2
Primeira Hibridizacéo
cDNA Driver digerido com Rsa | 1,5puL 1,5puL
cDNA Tester 1-1 ligado ao adaptador 1 15p e
cDNA Tester 1-2 ligado ao adaptador 2R~ --—--- 1,5uL
Tampdo de hibridizacdo 4X 1,0 uL 1,0 uL
Volume final da 12 Hibridizagéo 4,0 uL 4,0 uL
Segunda Hibridizagéo
Mix desnaturado de cDNA Driver (1,0 pL
cDNA “Qriver”_dige_ridqcom Rsal, 1,0 uL 1,0 uL
do Tampéo de hibridizacdo 4X e 1,0 pL de '
agua estéril)
Amostra 1 apés a 12 hibridizagdo 4,0 uL
Amostra 2 ap6s a 12 hibridizacao 4,0 uL
Volume final da 12 Hibridizacdo 10,0 pL

Ao final dos processos de hibridizacdo cinco diferentes tipos de moléculas sdo
formadas: moléculas do tipo 1 que correspondem a mensagens muito ou pouco
abundantes na amostra Tester por isso ficardo equalizadas; moléculas do tipo 2 que por
serem muito abundantes formam facilmente o re-pareamento das fitas originais;
moléculas do tipo 3 que sdo hibridas e correspondem a genes expressos nas amostras
Tester e Driver e moléculas do tipo 4 e 5 que sdo sobras de moléculas Driver
adicionadas em excesso. Ao final da segunda hibridizacao estas cinco moléculas estardo
presentes, mais a molécula de tipo 6 que representa mensagens diferencialmente
expressas na condicdo de estresse e que serdo amplificadas exponencialmente na PCR
pois possuem diferentes adaptadores (Figura 1).
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cDNA teste com adaptador 1 cDNA teste com adaptador 2
(Al) CE—— — 1 (A 2)
+
cDNA Driver em excesso cDNA Driver em excesso
(B) (B)
1% Hibridizacio
v v
!l C— C——
2 o — — ——
3 Ce—— C——
4 —_—
5 — _
2% Hibridizagéo
Mistura dos Tubos 1 e 2 e nova
adicdo de Driver desnaturado
Moléculas do tipo: 1,2,3,4,5e 6 [ i (6)

Figura 1: Esquema da hibridacdo aleatdria das moléculas de cDNA ap0s a primeira (Tester + Driver) e
segunda (populagdo 1 e 2 de Tester + Driver) hibridizacdo subtrativa, com a formacéo de cinco
diferentes tipos de moléculas de cDNA .

3.4.2.3 Reac0es de amplificacdo por PCR

As reacdes de amplificacdo sdo denominadas supressivas visto que, fragmentos de
cDNA portadores do mesmo tipo de adaptador nas extremidades sdo eliminadas do
processo devido a formagdo de uma estrutura em alga. Ja, moléculas portadoras de
ambos os adaptadores sao amplificadas exponencialmente na PCR (Figura 2).

Para tanto, foram realizadas duas amplificacGes. A primeira com o objetivo de
amplificar exponencialmente moléculas do tipo 6 (Figura 1), e a segunda a fim de
eliminar restos de adaptadores e enriquecer ainda mais as seqiéncias de interesse. Nas
reacbes da PCR demonstradas na Figura 2, moléculas do tipo 1 e 4 ndo serdo
amplificadas pois ndo possuem sitio de pareamento com o primer na extremidade 3'.
Moléculas do tipo 2 também ndo serdo amplificadas pois h4 uma grande chance de
pareamento estavel entre as extremidades 5' e 3' da mesma moléculas, que sdo
complementares numa extenséo de 44 nucleotideos, levando a formag&o de estrutura em
alca ndo possibilitando o pareamento do .primer; Moléculas do tipo 3 serdo
amplificadas linearmente, pois apenas uma das fitas apresentam pareamento com o
primer na extremidade 3. E moléculas do tipo 6, as quais serdo amplificadas

exponencialmente devido terem diferentes adaptadores nas extremidades 3' e 5', néo
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sofrendo o efeito supressivo e possibilitando assim o pareamento do .primer nas

extremidades 3' de ambas as fitas.

gl 1
— s — pp— T -
== e — — e
I e— I e——
3 I e— 3 [ —
4 4 .|
5 [ ) .
[T N |
2: estrutura ED l D AdI(?:ao de
em alca Primer
I e—{0 |
5: anelamento &
do primer { [

Figura 2: Esquema representativo ilustrando a reacdo supressiva da PCR, na qual as diferentes
moléculas formadas apds a segunda hibridizac&o apresentam diferentes caminhos.

Os componentes utilizados para preparar as reacdes de amplificacdo estdo
listados na Tabela 6. Para a primeira reacdo de amplificacdo, inicialmente foi preparado
0 mix contendo agua estéril, tampéo de reacdo de PCR, dNTP, iniciador 1 e Platinum
Taq High Fidelity. Em seguida 24,0 puL do mix foi transferido para um novo microtubo
e adicionado o cDNA proveniente da segunda hibridizacdo. A reacdo foi entdo
submetida a termociclagem (Veriti™ 96 well Thermal Cycler) (Tabela 6).

O primeiro ciclo da PCR ¢é realizado para que a DNA Polimerase estenda as
sequéncias dos adaptadores e assim possibilite 0 anelamento do iniciador 1. Os demais
ciclos séo para amplificar exponencialmente as seqliéncias de interesse.

Apds o término da primeira reacdo de PCR sua eficiéncia foi avaliada em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta e sua

imagem foi fotoregistrada. Comprovada a eficiéncia procedeu-se para a segunda PCR.
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Tabela 6: Componentes, quantidades (L) e programa de ciclagem utilizados na primeira e segunda
reacdo de amplificacéo.

Primeira amplificacdo de PCR

Componentes da reacao Quantidades Programa de Ciclagem
cDNA apés a 22 hibridizacdo 1,0 uL 1 Ciclo
H,0O estéril 19,5 ul 5 minutos a 75°C
10X PCR reaction buffer * 2,5 ul 25 segundos a 94 °C
dNTP mix (10 mM) 054l 94°C p?r gl(;sls%Zundos
PCR primer 1 (10 uM) 1,0 ul 66°C por 30 segundos
Platinum Taq High Fidelity (5U/ pL) 0,5 ul 72°C por 90 segundos.
Volume final 25,0 uL

Segunda amplifica¢do de PCR

Produto de cDNA ap6s 12 PCR 1,0 uL
H20 estéril 18,5 ul 12 ciclos
10X PCR reaction buffer 2,5 ul 94°C 10 segundos
Nested PCR primer 1 (10 puM) 1,0 pl 68°C 30 sequndos
Nested PCR primer 2R (10 uM) 1,0 ul 799C 1.5 minutos
dNTP mix (10 mM) 0,5l ’
Platinum Taqg High Fidelity (5U/ pL) 0,5 ul
Volume final 25,0 pL

“Iniciador 1: 5-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3'
“Nested PCR primer 1: 5-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'e
““Nested PCR primer 2R: 5'-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

Inicialmente o produto resultante da primeira amplificacdo foi diluido em agua
estéril (3:27). Em seguida, um aliquota desta diluicdo foi adicionada ao mix contendo
agua estéril, tampéo de reacdo de PCR (10X), oligonucleotideos Nested PCR primer 1 e
Nested PCR primer 2R, dNTP e a enzima Platinum Taq High Fidelity. Apos
homogeneizado os reagentes as reacdes foram submetidas a termociclagem (Tabela 6).

O produto resultante da segunda amplificagdo foi aplicado em gel de agarose
2%, corando com brometo de etidio, visualizando sob luz ultravioleta e fotoregistrado

para avaliacdo dos fragmentos existentes.

3.4.2.4 Clonagem dos fragmentos diferencialmente expressos e transformagéo
bacteriana

Comprovada a presenca de fragmentos diferencialmente expressos nos
genotipos, tolerante e sensivel, nas condi¢bes de estresse, obtidos apos técnicas de
analise da expressdo diferencial (SSH), estes foram ligados em vetor pGEM-T Easy
vector (Cat. No. A3600, Promega) que possui como marcas de selecdo resisténcia ao

antibidtico ampicilina e marcador B-galactosidase, numa reacdo contendo T4 DNA



41

ligase e tampdo da enzima, a qual foi incubada por 18 horas a 16 °C para a ligagdo vetor
+ inserto.

Em seguida a ligacdo, os plasmideos recombinantes foram transformados em
células competentes de Escherichia coli, linhagem pMOS Blue, por meio do choque
térmico, onde em uma aliquota de 200 uL de células competentes foram adicionados
100 ng de DNA transformante, e a mistura incubada em gelo por 30 minutos, seguida
do aquecimento a 42 °C por 40 segundos e novamente incubadas em gelo por 2
minutos. Em seguida, 1,0 mL do meio LB foi adicionado a mistura e esta incubada por
1 hora a 37 °C sobre agitacdo de 460 g (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). O choque
térmico desestabiliza momentaneamente a membrana da bactéria e permite a entrada
dos plasmideos recombinantes.

Em seguida, a solucdo foi semeada em placas de Petri contendo meio de
cultura LB agar acrescido de 50 mg mL™ de ampicilina, 15 pug mL™ de tetraciclina,
IPTG e X-gal (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). As placas inoculadas foram incubadas
por 18 horas a 37 °C, para posterior repicagem das colonias brancas, as quais
correspondem a col6nias de bactérias que receberam os plasmideos contendo insertos de
cDNAs, culminando na ativacdo do sistema de selecdo IPTG/X-gal. As colbnias
brancas, foram transferidas uma a uma, para tubos contendo 5,0 mL de meio de cultura
LB liquido com 50 mg mL™ de ampicilina e mantidas a 37 °C por 24 horas, sob
agitacdo de 460 g para sua multiplicacdo individual. Em seguida, as células bacterianas
foram precipitadas pela centrifugacéo a 23.000 g por 5 minutos, seguida do descarte do
sobrenadante.

3.4.2.5 Extracdo de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido das células de E. coli por meio da lise alcalina
(SAMBROOK e RUSSELL, 2001), o qual visa extrair o DNA recombinante integro e
eliminar os demais componentes celulares, inclusive o DNA gendmico.

Assim, ao precipitado de células bacterianas foram adicionados 200 ul da
solucgéo | (Tris, EDTA e glicose) previamente resfriada, homogeneizada e mantida a 20
°C por 5 minutos. Em seguida foram adicionados 200 pl da solucdo Il (SDS e NaOH),
misturado por inversdo e mantidas no gelo por 5 minutos. Decorrido este periodo, 150
pl da solucdo Il (Acetato de Potassio 3M) foram acrescentados a solucgéo,
homogeneizado, encubado no gelo por 5 minutos e entdo centrifugado por 5 minutos a

23.000 g. Foram transferidos 500 ul do sobrenadante e neles adicionados 500 pl de
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fenol/cloroférmio 1:1, homogeneizadas e centrifugadas por 5 minutos a 23.000 g. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo e nela adicionado 1,0 ml de cloroférmio,
misturado e centrifugado por 5 minutos a 16.000 g. Novamente a fase aquosa foi
transferida e 0 DNA precipitado com 700 ul de etanol absoluto.

Descartado o sobrenadante o precipitado foi lavado 2X com etanol 70%,
centrifugado por 5 minutos a 23.000 g. O pellet foi seco e ressuspenso em 30 ul de TE
pH 8,0 contendo RNase (Img mL™). As amostras permaneceram por 1 hora a 37 °C. A
qualidade do DNA extraido foi verificada em gel de agarose 0,8%, e a concentracdo

estimada pela comparagdo com amostras conhecidas de DNA.

3.4.2.6 Reacdo de Sequienciamento e purificacdo das amostras

Para a reacdo de sequenciamento foram utilizando o oligonucleotideo universal
M13 reverse (5> CAGGAAACAGCTATGAC 3°), que anela ao vetor pGEM prdéximo
ao sitio de insercdo do fragmentos de interesse. As amostras foram marcadas com o kit
Big Dye Terminator® v.3.1 Cycle sequencing (Applied Biosystems), que contém
dinucleotideos e dideoxinucleotideos marcados com corantes fluorescentes (fluoraceina
e rodamina). Uma reacdo contendo DNA recombinante, oligonucleotideo M13R e
fluorescente Big Dye, foi submetida a termociclagem de: 96 °C (2); 96 °C (30’); 52 °C
(30°) e 60 °C (4’) por 30 ciclos. Finalizada a reacdo de seqiienciamento, as amostras
foram precipitadas com isopropanol 65 % (v/v) e purificadas com etanol 70 % (v/v).
Ap0s secas as amostras foram ressuspensas em formamida, desnaturadas por 5 minutos
a 95 °C seguidas de 3 minutos no gelo, e submetidas ao sequenciamento em
sequenciador automatico ABI prism 3130 Genetic Analyze (Applied Biosystems).

No seqlienciamento, enquanto os fragmentos de DNA migram no gel para a
separacdo eletroforética, um laser excita a fluoraceina que excita a rodamina, entdo
cromoforos emitem sinais em forma de cromatograma, que produzem picos
representando as bases nitrogenadas identificadas através das diferentes cores.

As sequencias obtidas foram revisadas manualmente utilizando os softwares de
acesso livre BioEdit Sequence Alignment editor 7.0 e Chromas 2.33, a regido
sequenciada do vetor removida, e o alinhamento das sequéncias foi realizado com o
ClustalW e entdo comparadas no Genebank com o programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Extracdo do RNA total

Em estudos de expressdo génica, o material genético que origina a investigacao é
o acido ribonucléico (RNA), pois a expressdo génica é o primeiro estdgio de um
processo que decodifica a informacdo contida no DNA de uma célula, onde a
informacao contida no gene da origem a uma proteina, com o intermediario do RNA,
por meio da transcri¢do da informacdo contida no DNA, para o0 RNA. Desta forma, o
organismo expressa determinados genes, para producdo de certas proteinas, apenas nos
momentos de sua vida que ele as necessita, como exemplo, em condigoes de estresse
por baixas temperaturas. Por este motivo, os estudo de expressdo genica partem do
codificador destas proteinas, ou seja, 0 RNA. Tal motivo justifica a extracdo deste
material genético dos genotipos supracitados.

As extracfes de RNA total apresentaram bons resultados na avaliacdo
quantitativa das leituras espectrofotométricas. Verifica-se que houve diferenca na
quantidade de RNA entre as amostras extraidas (3.237,4 a 10.610,3 pg mL™), sendo o
rendimento obtido suficiente para a realizagdo da SSH. Os valores obtidos da relagéo
A260/A280 (de 1,64 a 1,98) (Tabela 4) indicam baixo nivel de contamina¢do com
proteinas, pois 0s acidos nucléicos apresentam Otima absorbancia em 260 nm e
proteinas em 280 nm (WINFREY et al., 1997).

Tabela 7. Relagdes espectrofotométricas (A260/A230 e A260/A280) das amostras de RNA total dos
gendtipo IAPAR 81 e Perola nas condigdes Tester e Driver, extraido de folhas de feijdo com o

reagente TRIzol submetidas a diferentes temperaturas (Temp.).

Cultivar  Classificacio  Temp. A260/A230 A260/A2g0 lJuantidade
(ng mL™)
0

IAPAR 81 Tester tolerante 10°C 2,21 1,98 3.237,4

Driver tolerante 25°C 1,92 1,64 6.928.9

) Tester sensivel 10°C 1,57 1,78 7.621,7

Pérola

Driver sensivel 25°C 1,85 1,89 10.610,3

A relacdo A260/A280 reflete a pureza do RNA total, onde, amostras com RNAS
puros apresentam valores entre 1,8 a 2,1 (LONGEMAN et al., 1987). A relacdo indica

gue o RNA total extraido é de boa qualidade e estd proximo aos niveis requeridos de
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pureza. ExtracGes de RNA total utilizando o reagente TRIzol apresentaram valores de
0,57 + 0,23 para relagdo 260/230 e 1,57 £ 0,13 260/280 e rendimento de 31,66 + 15,45
(ng/100 mg) (MA e YANG, 2005). No entanto, tais amostras nao apresentaram
problemas nas reagdes subseqlientes, bem como neste experimento.

A integridade do RNA total pode ser verificada na Figura 3, onde, se observa a
presenca de duas bandas distintas, as quais, representam as porc¢des ribossomais (28S e
18S), sem muito arraste, 0 que sugere 0 sucesso da extracdo realizada, bem como

auséncia da degradacdo do RNA, indicando auséncia de RNases.

Figura 3. Qualidade do RNAtotal extraido com TRizol,
revelado em gel de agarose 1%,. Da esquerda para a
direita tem-se o gendtipo IAPAR 81 na condicdo
Tester e Driver, seguida do gen6tipo Perola Tester e
Driver.
3.5.2 Hibridizacao subtrativa supressiva seguida por PCR
O genoma completo de plantas superiores é composto por milhares de genes que
controlam seu crescimento e desenvolvimento, sendo seu seqtienciamento por completo,
um processo demorado e oneroso, apesar das modernas técnicas de biologia molecular.
Neste contexto, a construcdo de bibliotecas de cDNA e seu sequienciamento, sdo Uteis
para andlises de expressdo génica diferencial, na busca de genes envolvidos,
diretamente com o0s mecanismos de tolerdncia a estresse abiotico, como baixas
temperaturas. Técnicas como a hibridacéo subtrativa supressiva sao satisfatorias para o
isolamento de genes diferencialmente expressos em condicOes de estresse, e necessarias
para entender com maior profundidade os mecanismos que regulam estes processos

(GURSKAYA et al., 1996).
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De posse de RNA de boa qualidade, a hibridizagdo subtrativa supressiva foi
realizada com sucesso, sendo avaliada a eficiéncia em cada uma das etapas
transcorridas, antes de prosseguir adiante, obtendo-se com éxito sequéncias
diferencialmente expressas na condicdo de estresse por baixa temperatura, nos
genotipos IAPAR 81 (tolerante) e Pérola (sensivel) apos as hibridizagdes, subtrativa e
supressiva (SSH). Os produtos obtidos apds a SHH, e amplifica¢des via PCR, podem
ser verificados no gel de agarose (Figura 4). Da esquerda para direita, na primeira
canaleta estdo o padrdo de peso molecular de 100 pares de base (pb), e os produtos do
primeiro e segundo PCR dos gendtipos Pérola e IAPAR 81 (Figura 4).

A presenca das bandas no gel de agarose representa o sucesso do procedimento,
visto que, as hibridizagdes funcionam como um sistema de ‘“peneiras”, onde, nas
reacOes, as fitas de cDNA apds desnaturadas, independente se foram provenientes da
amostra Tester ou Driver, se unem formando a dupla-hélice. Amostras hibridas que
possuem em suas extremidades os dois tipos de adaptadores sdo amplificadas
exponencialmente nos ciclos do PCR, enquanto as demais moléculas de cDNA, hibridas
ou ndo, mas que, ndo possuem os dois tipos de adaptadores, sdo eliminadas da reacao,
pois ndo possuem sitios de ligacdao dos primers 1 e 2R. Desta forma, se ndo houvessem
fragmentos de genes diferencialmente expressos na condi¢do de estresse, ndo haveriam
moléculas contendo os dois adaptadores, e conseqglientemente, ndo haveria amplificacdo
exponencial, e nada seria revelado no gel da Figura 4.

Verifica-se que para o genotipo tolerante IAPAR 81 (4% e 5% canaleta), ha
diversas bandas, estas de tamanho desde 200 até 1100 pb, indicando a presencga de
fragmentos diferencialmente expressos na condicdo de estresse de diversos tamanhos,
neste gendtipo. Por outro lado, o genotipo sensivel Pérola (22 e 32 canaleta), apresentou
um pequeno ndmero de bandas, nas quais os fragmentos possuem tamanho de 300 a 800
pb. Este resultado indica que o gendétipo sensivel em condigcdes de estresse também
expressa genes diferencialmente da condicdo ideal de germinagdo, no entanto, em
magnitude muito inferior ao gendtipo tolerante. Tal fato evidencia que o gendtipo
sensivel também apresenta expressdo diferencial em condigdes de estresse, no entanto,

tais genes néo séo suficientes para Ihe conferir a tolerancia como no IAPAR 81.
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Figura 4. Gel de agarose dos produtos do 12 e 22 PCR, das
populacdes de cDNA obtidas apds a SSH. Na
ordem da esquerda para direita, tem-se 0 padréo de
peso molecular de 100 pb, 1° e 2° PCR do genétipo
Pérola, seguida do 1° e 2° do genétipo IAPAR 81.

Uma biblioteca de genes diferencialmente expressos construida utilizando a
técnica SSH, pode produzir um variedade de fragmentos de diferentes tamanhos. Um
banco de cDNA construido da interacdo de T. harzianum crescido em parede celular de
F. solani, apresentou insertos de tamanho que variaram de 250 a 4000 pb, mostrando
uma grande variedade de fragmentos (STEINDORFF, 2009). Em estudos com
expressdo diferencial em resposta ao estresse hidrico em cana de acglcar, Rodrigues,
(2008) encontrou genes sendo expressos, tanto no genotipo tolerante, quanto no
sensivel, porém o genotipo tolerante apresentou maior diversidade de fragmentos, 0s

quais possivelmente representam os genes responsaveis pela tolerancia ao estresse.

3.5.3 Clonagem dos insertos, transformacéo bacteriana e extracao plasmidal
Uma biblioteca de genes é uma colecdo de fragmentos de DNA de uma
determinada espécie, e geralmente sdo representativas de todo genoma do organismo.
Por outro lado, as bibliotecas de cDNA (DNA complementar), possuem apenas genes
relacionados a uma determinada condicdo, por exemplo, 0s genes que se expressaram
nos gendtipos de feijdo IAPAR 81 ou Pérola, quando submetidos ao estresse por baixas
temperaturas.
De posse, da presenca de fragmentos diferencialmente expressos, nos genotipos
IAPAR 81 e Pérola, a biblioteca de cDNA foi construida com sucesso, sendo

comprovada a eficiéncia ligacdo do vetor + inserto de cDNA e seu implante no interior
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da célula bacteriana, pelo crescimento destas coldnias de E. coli em meio contendo o
antibidtico ampicilina, visto que, o plasmideo circular confere a bactéria, resisténcia ao
antibiotico, possibilitando assim sua sobrevivéncia neste meio. O plasmideo linearizado,
com pontas digeridas de final T, somente apresenta conformacédo circular, quando
ligado ao inserto de extremidades A, e estando ele circular, penetra na bactéria e Ihe
confere a resisténcia, nos possibilitando aferir, o sucesso do procedimento. A
engenharia genética permite a introducéo de genes codificantes em células hospedeiras
facilmente cultivaveis, apds promotores regulaveis presentes em elementos genéticos
independentes, principalmente, plasmideos (YOKOHAMA, 2003).

Das colbnias desenvolvidas, foram construidas duas bibliotecas de cDNA, com o
isolamento de 297 clones do gendtipo tolerantes IAPAR 81 e 232 clones do genotipo
sensivel Pérola. A construcdo de bibliotecas de cDNA é um passo fundamental para
realizacdo do seqlienciamento, onde é possivel desvendar o conjunto de nucleotideos
dos fragmentos diferencialmente expressos, nos genétipos IAPAR 81 e Pérola.

Ao estudar genes envolvidos no reconhecimento e vias de sinalizacdo de
C. chinense infectados com PHYVV, foi construida uma biblioteca de genes com
99 clones obtidos ap6s a SSH, com fragmentos contendo entre 250 e 750 pb, os quais
foram suficientes para identificar proteinas associados diretamente com o controle da
doenca (GONZALES et. al. 2008). Em estudos com estresse osmotico em Haloxylon
ammodendron, a biblioteca construida continha cerca de 400 recombinantes com genes
diferencialmente expressos, de fragmentos de DNA de em média 500 pb (JIANG et al.,
2004). Tais trabalhos demonstram, que o numero de colbnias aqui isoladas, sdo
suficientes para realizar o sequienciamento e desvendar genes relacionados a tolerancia
do feijdo as baixas temperaturas na germinacao.

Para a realizacdo do seqlienciamento € necessario que os clones sejam purificados, e
o DNA plasmidal isolado. A metodologia da lise alcalina (SAMBROK e RUSSEL,
2001) é um método eficaz no isolamento do DNA recombinante quando a utilizacdo de
Kits comerciais torna-se um processo oneroso e muitas vezes inviavel. Desta forma, é
possivel visualizar a eficiéncia da técnica da lise alcalina, em alguns clones isolados
(Figura 5). Verifica-se no gel de agarose que o procedimento foi realizado com sucesso,
sendo possivel visualizar nitidamente duas bandas caracteristicas de uma extragéo

plasmidial, situadas acima de 2.500 pb, indicando ser o recombinante (vetor + inserto).
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Figura 5. Perfil eletroforético de DNA plasmidial isolado
de clones contendo cDNA. A primeira canaleta
corresponde ao padrédo de peso molecular de 100
pb e as demais canaletas a clones purificados.

O sequenciamento foi realizado apenas na biblioteca de cDNA do genoétipo IAPAR
81, a qual possui 0s genes de maior importancia, ou seja, 0s responsaveis pela tolerancia
as baixas temperaturas. Das 297 coldnias isoladas, apenas 105 clones foram purificados
e sequenciados, dos quais apos a retirada dos fragmentos pertencentes ao vetor, que sdo
juntamente seqlienciados, e do alinhamento pelo Clustalw, foram obtidas 20 grupos os
quais contém sequéncias idénticas, como por exemplo, o grupo 1, que possui 11
seqliéncias redundantes, representando a superexpressdo desta seqiiéncia no genotipo
IAPAR 81 em condigdes de estresse. Em contrapartida, 18 clones apresentaram
sequéncias Unicas, ou seja, em nenhum dos demais clones sequenciados, tais sequéncias
foram observadas, indicando serem estas, possivelmente sequiéncias, que representam
genes que sdo diferencialmente expressos em pequenas propor¢des na condicdo de
baixas temperaturas em feijdo (Apéndice 2).

As sequéncias diferencialmente expressas sdo validadas com a realizacdo do
BLAST, onde s&o procuradas nos banco de dados, seqiiéncias similares com as obtidas.
A similaridade entre as sequiéncias obtidas e as depositadas no banco de dado foi
considerada significativa somente quando o valor de E-value foi menor que 10 e estas
apresentavam identidade maior que 97%. Verifica-se que trés classes de seqiiéncias ndo
tiveram homologia com nenhuma seqiéncia depositada no GenBank, totalizando 7,6%
do total de seqiiéncias obtidas. Em contrapartida 92,4% encontraram homologias com
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sequéncias depositadas as quais correspondem a diferentes espécies entre elas
Phaseolus vulgaris e Glycine Max (Apendice 2).

Apesar da pequena porcentagem de seqliéncias encontradas sem homologia, sua
descoberta € de grande importancia, pois estas podem estar relacionadas a genes
especificos expressos no genotipo IAPAR 81 na condicdo de estresse por baixas
temperaturas, que o conferem a tolerancia. A possibilidade da ocorréncia de seqiiéncias
desconhecidas corresponderem a transcritos de genes ainda ndo identificados é grande
quando ¢ utilizada a técnica de SSH (FOUCART et al., 2006). Esta técnica € capaz de
identificar transcritos de novos genes a partir de bibliotecas de cDNA, devido
enriquecer transcritos raros (DIATCHENKO et al.,, 1996; VILAINE et al., 2003).
Assim, a identificacdo de sequéncias sem homologia com as depositadas no banco de
dados, representa uma valiosa fonte de informacdo genética, pois estas podem
representar fragmentos de novos genes que controlam a tolerancia do feijao ao frio. Tais
seqliéncias precisam ser melhor estudadas a fim de descobrir quais proteinas e rotas
metabdlicas estdo relacionadas e assim, obter um resultado mais consistente.

A expressdo diferencial de genes ainda ndo identificados em gendtipos tolerantes
pode ser usada em estudos de mecanismos de tolerdncia (SHINOZAKI e
YAMAGUCHI, 1996), e depois de elucidado como funcionam, poderdo dar origem a
iniciadores. Marcadores moleculares obtidos a partir de bibliotecas de cDNA séo
bastante informativos e permitem reconhecer a associacao da marca com a sua potencial
funcdo tornando-os valiosos nas analises genéticas (ALVARENGA, 2007). No entanto
a possibilidades de sucesso na confec¢do de marcadores provenientes de fragmentos de
cDNA dependem do numero de genes envolvidos na tolerancia do feijdo ao frio, bem
como, a distribuicdo destes genes no genoma, reafirmando a necessidade de estudos
mais aprofundados nas sequiéncias diferencialmente expressas identificadas ap6s o

seqlienciamento da biblioteca de cDNA do gen6tipo IAPAR 81.

CONCLUSOES

A técnica da SSH foi eficiente no isolamento de fragmentos de genes
diferencialmente expressos em resposta a baixa temperatura no periodo da germinacao.

Foram construidas duas bibliotecas de cDNA apds a SSH e seu seqlienciamento
possibilitou a identificacdo de sequéncias diferencialmente expressas ainda néo

catalogadas no banco de dados.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A cultura do feijdo tem grande importancia para a regido Sul do pais, no entanto
poucas cultivares foram desenvolvidas visando exclusivamente seu cultivo nesta regido.
Cultivares adaptadas a baixas temperaturas no periodo da germinacéo sao fundamentais,
visto que na grande maioria destas regides a semeadura é realizada em periodo que
ainda ha grande risco de ocorréncia de baixas temperaturas.

O estresse por frio prejudica as lavouras de feijao, pois sementes de genotipos
sensiveis ndo estabelecem plantas no campo, diminuindo o estande da lavoura. Porém,
existem gendtipos de constituicdes genéticas favoraveis que possuem tolerancia a esta
condicgéo de estresse apresentando habilidade de germinar e sobreviver neste ambiente
adverso. Gendtipos tolerantes sdo valiosos para os programas de melhoramento vegetal,
pois ao serem introduzidos em blocos de cruzamentos podem transmitir a sua
descendéncia esta capacidade. O estudo e a prospeccdo dos genes que controlam a
tolerancia do feijdo as baixas temperaturas via ferramentas da biotecnologia como
transformacdo genética e a selecdo assistida por marcadores, podem auxiliar o
lancamento de cultivares tolerantes, diminuindo assim os prejuizos causados pelo frio.

A mineracgdo destes genes de tolerancia requer inicialmente a identificacdo de
genétipos que possuam tal caracteristica, para entdo, investigar molecularmente os
processos que ocorrem e desencadeiam esta reacdo de sobrevivéncia apos a inducdo do
estresse. Desta forma, a construcdo e seqlienciamento de bibliotecas de cDNAs
diferencialmente expressos do genoétipo de feijdo tolerante ao frio na germinacéo, é uma
maneira eficaz de identificar os transcritos de interesse.

Sendo assim, neste trabalho foi possivel identificar genétipos de feijdo tolerantes
as baixas temperaturas no periodo da germinacdo, bem como, obter transcritos
diferencialmente expressos no genotipo tolerante apds a inducdo do estresse via SSH,
construcdo e sequenciamento da biblioteca de cDNA. Foram encontradas também
sequéncias inéditas, as quais ainda ndo foram descritas no banco de dados, mas que, no
entanto, necessitam ser mais bem estudadas para compreender intimamente as rotas
metabolicas responsaveis pela tolerancia ao frio, e assim futuramente desenvolver

iniciadores para selecéo indireta de genotipos tolerantes as baixas temperaturas.
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Apéndice 1. Perfil de um eletroferograma gerado a partir do seqilienciamento automético de um
fragmento diferencialmente expresso em feijdo ap06s estresse por baixa temperatura.
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Apéndice 2. Identificagdo dos 105 clones de cDNA seqiienciados contendo fragmentos diferencialmente expressos em
gendtipo de feijdo submetidos ao estresse por baixa temperatura. Seqiiéncia de nucleotideos obtidos,
namero de clones encontrados iguais (NCI), acesso e descricdo das sequiéncias homologas encontradas no

GenBank e E value.

Sequiéncia de Nucleotideos Obtidos

NCI

Referencias das sequiéncias do
banco de dados

ACEesso

E_
value

Descricao

Sequéncia 01: CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTGG
AAATCAGAATCAAACGAGCTTTTACCCTTTTGTTCC
ACACGAGATTTCTGTTCTCGTTGAGCTCATCTTAGG
ACACCTGCGTTATCTTTTAACAGATGTGCCGCCCCA
GCCAAACTCCCCACCTGACAATGTCTTCCGCCCGGA
TCGACCGGCCGAAGCCGACCTTGGGTCCAAAAAGA
GGGGCAGCGCCCCGCTTCCGATTCACGGAATAAGTA
AAATAACGTTAAAAGTAGTGGTATTTCACTTTCGCT
GTTTCCAGCTCCCACTTATCCTACACCTCTCAAGTCA
TTTCACAAAGTCGGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGG
TACCTCGGCCGCGACCACGCTA

11

AK?286
061.1

re-
171

Glycine max
cDNA

Sequéncia 02: AGGCCGCCCGGGAGGAGGTACGA
ATACGAACCGTGAAAGCGTGGCCTATCGATCCT
TTAGTCCTTCGGAATTTGAAGCTAGAGGTGTCA
GAAAAGTTACCACAGGGATAACTGACTTGTGGC
AGCCAAGCGTTCATAGCGACGTTGCTTTTTGAT
CCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGTGAAGC
AGAATTCACCAAGTGTTGGATTGTTCACCCACC
AATAGGGAACGTGAGCTGGGTTTAGACCGTCGT
GAGACAGGTTAGTTTTACCCTACTGATGACAGT
GTCGCAATAGTAATTCAACCTAGTACCTCGGCC
GCGACCACGCTA

XR_07
7798.1

AM457
233.2

9e-
150

9e-
150

Vitis vinifera
RNA

Vitis vinifera
contig

Sequéncia 03: ATGCGTGGTGCCCGGAGGTACGAA
TACGAACCGTGAAAGCGTGGCCTATCGATCCTT
TAGTCCTTCGGAATTTGAAGCTAGAGGTGTCAG
AAAAGTTACCACAGGGATAACTGGCTTGTGGCA
GCCAAGCGTTCATAGCGACGTTGCTTTTTGATC
CTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGTGAAGCA
GAATTCACCAAGTGTTGGATTGTTCACCCACCA
ATAGGGAACGTGAGCTGGGATTAGACCGTCGT
GAGACAGGTTAGTTTTACCCTACTGATGACAGT
GTCGCAATAGTAATTCAACCTAGTACGAGAGGA
ACCGTTGATTTGCACAATTGGACATCGCGCTTG
GTTGAAAAGCCAGTGGCGCGAAGCTACCGTGC
GTTGGATTATGACTGAACGCCTCTAAGTCAGAA
TCCGGGCTAGAAGCGATGCGTGCGCCCGCCGTT
TGTTTGCCGACCAGCAGTAGGGGGCCTTGGCCC
CCCAGAGGCACGTGCCGTTGGTGACCCTCGTAA
GGTGAATCAGCCTTGCGAGACGCCT

EU036
356.1

0,0

Glycine max
clone do gene
da proteina
putativa
SN003

Sequéncia 04: CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTTGT
ACAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTITTICTTTITTG

GTAGAATCTCGTCTACTTAATTACGCTTCTATTC
CAATACGAAACATATAAATATATTGAATAATGA

DQ886
273.1

0,0

P.  wvulgaris
Cv. Negro
cloroplasto
Jamapa,



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YHVK2SJA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YHVK2SJA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225436260?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YR7F9FP1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225436260?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YR7F9FP1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/147779303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=YR7F9FP1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/147779303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=YR7F9FP1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=YR8C5GGE016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=YR8C5GGE016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112030952?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YHW5B0R4016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112030952?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YHW5B0R4016
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AGTATCTTTGTATTCAGCTCAATCCTTCTTTTAG genoma
GAAAAGATTGTGCCGAGTTTAATTGCAATTAAT completo
CCAAAGTATCCATTGCTTCGAATTCAAATTTGA
TCTCCTTCCATACTTCGCAAGCAGCAGCTAATT P.  vulgaris
CAGGACTCCATTTGCTAGCCTCACGGATAATTT CVv. PV02
CATTACCTTCACGAGCAAGATCGCGTCCTTCAT NTU-
TTCGAGCCTGCACACATGCTTCAAGAGCTACTC EU288 | le- | parcial;
GATTAGCTACAGCACCTGGTGCATTTCCCCAAG 941.1 104 | cloroplasto
GGTGTCCTAAAGTTCCTCCGCCAAATTGAAGTA

CCTCGGCCGCGACCACGCTA

Sequiéncia 05: CGAGCGGCCGCCCGGAGGTACGAG Glycine max
AGGAACCGTTGATTCGCACAATTGGTCATCGCG AK286 | 3e- cDNA. clone
CTTGGTTGAAAAGCCAGTGGCGCGAAGCTACCG 0611 | 125 '
TGCGTTGGATTATGACTGAACGCCTCTAAGTCA '
GAATCCGGGCTAGAAGCGATGCGTGCGCCCGC
CGTTTGTTTGCCGACCAGCAGTAGGGGGCCTTG Glycine max
GCCCCCCAGAGGCACGTGCCGTTGGTGACCCTC | 10 clone SNO0O3
GTAAGGTGAATCAGCCTTGCGAGACGCCTTGAA outative
GCGCAATTCCCATCGAGCGGCGGGTAGAATCCT SeNescence-
TTGCAGACGAATCAAAGCGACAAGGGCTGAAT EU036 | 3e- | associated
CTCAGTGGATCGTGGCAGCAAGGCCACTCTGCC 356 1 125 | protein gene
ACTTACAATACCCCGTCACGTATTTAAGACCTC '
GGCCGCGACCACGCTAA

Sequiéncia 06: ATGCGTGGTCGCGGCCGAGGTGCG
ACGTTGCTTTTTGATCCTTCGATGTCGGCTCTTC Glycine max
CTATCATTGTGAAGCAGAATTCACCAAGTGTTG EUO036 clone SNO003
GATTGTTCACCCACCAATAGGGAACGTGAGCTG 356.1 0,0 | putative
GGATTAGACCGTCGTGAGACAGGTTAGTTTTAC senescence-
CCTACTGATGACAGTGTCGCAATAGTAATTCAA associated
CCTAGTACGAGAGGAACCGTTGACTCGCACAAT protein gene
TGGTCATCGCGCTTGGTTGAAAAGCCAGTGGCG 4
CGAAGCTACCGTGCGTTGGATTATGACTGAACG
CCTCTAAGTCAGAATCCGGGCTAGAAGCGATGC Sesbania
GTGCGCCCGCCGTTTGTTTGCCGACCAGCAGTA drummondii
GGGGGCCTTGGCCCCCCAGAGGCACGTGCCGTT DQ465 | 0,0 |clone SSH-
GGTGACCCTCGTAAGGTGAATCAGCCTTGCGAG 790.1 37_
ACGCCTTGAAGCGCAATTCCCATCGAGCGGCGG 01_A03_T3
GTAGAATCCTTTGCACCTCGGCCGCGACCACGC

Sequiéncia 07: AGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACA
CCAGGGGAAGTTTCATCTTTCCTGGTGCTCAGC AY327 | T7e- |P. vulgaris e
CACATCCTCATCGCTGCTTTACTGAGGAAGTAG 898.1 105 | P. lunatus S-
CTATCCTTAATGACTACTTTGGGAAACTTGGAT 3 adenosyl
CAGGCAGCATGGCTTTCATTATGGGTAGCCCGG methionine
ACAAAAAGCAGAAATGGCATATCTACTCTGCAT ABO062 decarboxylas
CTGCTGATCCTCTAATCTCATCTGATACCAATGT 360.1 | 7e-95 |e

TTGTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGAAA

Sequéncia 08: GGCAGGTACAGCATTACTACTTAT
GTGGCTTCTTCACACATCCTCCAAGACCAGCCC
CACACGTCGATCTTAAACCATCCACGTTTTCGT
CTCATCATGGCAACAGTTGCAGAACTTTCTTTTT

Nao ha
similaridade



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162405331?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=YHW5B0R4016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162405331?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=YHW5B0R4016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YR4JTE78014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YR4JTE78014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=YR5HYJZK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=YR5HYJZK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YR93SRRA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YR93SRRA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/99126060?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=YR93SRRA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/99126060?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=YR93SRRA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37694877?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YR9TTTBE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37694877?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YR9TTTBE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/18157334?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YR9TTTBE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/18157334?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YR9TTTBE014
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CTTCATCGCTCTTGGACCGTGTGATTAGTTTCAA
CTTCATAATCATCATCATTATCACCACCGATATC
ACACTCATCGGACACGTGACAGGTTACCTCGGC
CGCGACCACGCTAA

Sequéncia 09: GAGGTACTGGAAATCAGAATCAAA
CGAGCTTTTACCCTTTTGTTCCACACGAGATTTC

TGTTCTCGTTGAGCTCATCTTAGGACACCTGCGT AK286 cG[I)yISIEecIS:%X
TATCTTTTAACAGATGTGCCGCCCCAGCCAAAC o6l | 1692 !
TCCCCACCTGACAATGTCTTCCGCCCGGATCGA '
CCGGCCGAAGCCGACCTTGGGTCCAAAAAGAG
GGGCAGCGCCCCGCTTCCGATTCACGGAATAAG
TAAAATAACGTTAAAAGTAGTGGTATTTCACTT
TCGCTGTTTCCAGCTCCCACTTATCCTACACCTC Sesbania
TCAAGTCATTTCACAAAGTCGGACTAGAGTCAA S
GCTCAACAGGGTCTTCTTTCCCCGCTGATTCCGC D046 oo SSH -
CAAGCCCGTTCCCTTGGCTGTGGTTTCGCTGGA 2321 | 891 | 50 01 £o3
TAGTAGACAGGGACAGTGGGAATCTCGTTAATC ' 5o -
CATTCATGCGCGTGACCTCGGCCGCGACCACGC

TAA

Seqliéncia 10: GAGGTACTGGAAATCAGAATCAAA V.angustifoli
CGAGCTTTTACCCTTTTGTTCCACACGAGATTTC bl el
TGTTCTCGTTGAGCTCATCTTAGGACACCTGCGT X6108 A
TATCTTTTAACAGATGTGCCGCCCCAGCCAAAC 21 | 2087 | [ e
TCCCCACCTGACAATGTCTTCCGCCCGGATCGA o DNA
CCGGCCGAAGCCGACCTACCTGCCCGGGCGGCC P
GCTCGATTGCGACACTGTCATCAGTAGGGTAAA
ACTAACCTGTCTCACGACGGTCTAATCCCAGCT
CACGTTCCCTATTGGTGGGATTCTACCCGCCGC
TCGATGGGAATTGCGCTTCAAGGCGTCTCGCAA
GGCTGATTCACCTTACGAGGGTCACCAACGGCA
CGTGCCTCTGGGGGGCCAAGGCCCCCTACTGCT Glycine max
GGTCGGCAAACAAACGGCGGGCGCACGCATCG AK286 | 7e-93 | XU T
CTTCTAGCCCGGATTCTGACTTAGAGGCGTTCA 061.1 CMELOLoL.
GTCATAATCCAACGCACGGTAGCTTCGCGCCAC o10
TGGCTT

Seqiiéncia 11: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTCTGC
AAAGATTCTACCCGCCGCTCGATGGGAATTGCG Glycine max
CTTCAAGGCGTCTCGCAAGGCTGATTCACCTTA o SN 003
CGAGGGTCACCAACGGCACGTGCCTCTGGGGG Sutative
GCCAAGGCCCCCTACTGCTGGTCGGCAAACAAA EU036 | 5e- |BCENE
CGGCGGGCGCACGCATCGCTTCTAGCCCGGATT 356.0 | 122 | oo
CTGACTTAGAGGCGTTCAGTCATAATCCAACGC .
ACGGTAGCTTCGCGCCACTGGCTTTTCAACCAA protein gene,
GCGCGATGACCAATTGTGCGAATCAACGGTTCC partial cas
TCTCGTACCTCGGCCGCGACCACGCTA

Sequiéncia 12: GAGGTCGACGTTGCTTTTTGATCCT Glycine max
TCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGTGAAGCAG U036 clone SN003
AATTCACCAAGTGTTGGATTGTTCACCCACCAA 2561 | 00 | putative
TAGGGAACGTGAGCTGGGATTAGACCGTCGTG ' senescence-
AGACAGGTTAGTTTTACCCTACTGATGACAGTG associated



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YRAVCSCT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YRAVCSCT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/99125724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YRAVCSCT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/99125724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YRAVCSCT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21981?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=YRDXG9P801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21981?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=YRDXG9P801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YRDXG9P801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YRDXG9P801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YRE9ZWW801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YRE9ZWW801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YRE9ZWW801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YRE9ZWW801N
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TCGCAATAGTAATTCAACCTAGTACGAGAGGAA
CCGTTGACTCGCACAATTGGTCATCGCGCTTGG
TTGAAAAGCCAGTGGCGCGAAGCTACCGTGCGT
TGGATTATGACTGAACGCCTCTAAGTCAGAATC
CGGGCTAGAAGCGATGCGTGCGCCCGCCGTTTG
TTTGCCGACCAGCAGTAGGGGGCCTTGGCCCCC
CAGAGGCACGTGCCGTTGGTGACCCTCGTAAGG
TGAATCAGCCTTGCGAGACGCCTTGAAGCGCAA
TTCCCATCGAGCGGCGGGTAGAATCCTTTGCAC
CTCGGCCGCGACCACGCTAA

protein gene,
partial cds

Sequéncia 13: GAGGTACTATATTAATACTCAATTC
AAATGTTGAAACAGAAACGAAATAGAACAATA
AATGTCTAAACACCACCATAAACAGAAACAAA
CGCCATAGAGACATTACGAAAATACCACAAAA
GAAAAAACAAATAACTTGCCTGGGAAACCAGA
CTTATTACAAAGACAACGGTTCATAACAACACG

P. vulgaris S-
adenosylmeth

TAAACTACTCTTCTTCAACTTCATCTTTCCAGCA /gg? 6e-38 'd%r(‘:g‘rioxylas
CTTCAGAGTTGATCTAGGTGAAACACAGTCACT ' e (SAMDO)
AATCTTTACGAATTTTTGGTAAACAACAAAACC
ACCCATTCCAAGCCCTTCGTGGATCCACTCTTC genes
ACGACAGTATCCCTTCACATCGACAAAACACAT
TTGTTCAGAGGGCTTGCTTGCAACCTCGGCCGC

GACCACG

Sequéncia 14: GGCAGGTACGAGAGGAACCGTTGA Glycine max
TTCGCACAATTGGTCATCGCGCTTGGTTGAAAA AK286 A o
GCCAGTGGCGCGAAGCTACCGTGCGTTGGATTA 061.1 !
TGACTGAACGCCTCTAAGTCAGAATCCGGGCTA
GAAGCGATGCGTGCGCCCGCCGTTTGTTTGCCG 6 | Cicine max
ACCAGCAGTAGGGGGCCTTGGCCCCCCAGAGG 121 | G Nooa
CACGTGCCGTTGGTGACCCTCGTAAGGTGAATC emeconce
AGCCTTGCGAGACGCCTTGAAGCGCAATTCCCA EU036 e
TCGAGCGGCGGGTAGAATCCTTTACCTCGGCCG 356.1 .
CGACCACGCTA protein gene
Sequéncia 15: AGCGTGGTCGCGGCCAGGTACGAA
TACGAACCGTGAAAGCGTGGCCTATCGATCCTT
TAGTCCTTCGGAATTTGAAGCTAGAGGTGTCAG
AAAAGTTACCACAGGGATAACTGGGACGACTT AK286
AAATACGCGACGGGGTATTGTAAGTGGCAGAG 0611 | Beqp | Glycine max
TGGCCTTGCTGCCACGATCCACTGAGATTCAGC : cDNA, clone
CCTTGTCGCTTTGATTCGTCTGCAAAGGATTCTA
CCTGCCCGGGCGGCCGCTCGATGGGAATTGCGC
TTCAAGGCGTCTCGCAAGGCTGATTCACCACCT

CGGCCGCGACCACGCTA

Sequiéncia 16: ATGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACG 0,0 [ Glycine max
CAAAACAAAAATAAAAAATAAAAATTAATAGT AK286 cDNA, clone:
AGACTGGAAATCAGAATCAAACGGGCTTTTACC 061.1 GMFL01-21-
CTTTTGTTCCACACGAGATTTCTGTTCTCGTTGA C10

GCTCATCTTAGGACACCTGCGTTATCTTTTAACA
GATGTGCCGCCCCAGCCAAACTCCCCACCTGAC
AATGTCTTCCGCCCGGATCGACCGGCCGAAGCC



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37694877?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YRESMK2401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37694877?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YRESMK2401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YRF5041M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YRF5041M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YRF5041M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159902386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YRF5041M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210143279?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YRF5041M01S
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GACCTTGGGTCCAAAAAGAGGGGCAGCGCCCC
GCTTCCGATTCACGGAATAAGTAAAATAACGTT
AAAAGTAGTGGTATTTCACTTTCGCTGTTTCCA

GCTCCCACTTATCCTACACCTCTCAAGTCATTTC Sesbania
ACAAAGTCGGACTAGAGTCAAGCTCAACAGGG DQ465 | 0,0 | drummondii
TCTTCTTTCCCCGCTGATTCCGCCAAGCCCGTTC 773.1 clone SSH-
CCTTGGCTGTGGTTTCGCTGGATAGTAGACAGG 20 01
GACAGTGGGAATCTCGTTAATCCATTCATGCGC _E03_T3
GTCACTAATTAGATGACGAGGCATTTGGCTACC
TTAAGAGAGTCATAGTTACTCCCGCCGTTTACC

CGC

Sequéncia 17: GAGGTACCACAGCCAAGCGAACGG
GCTTGGCGGAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCT DQ465 | 0,0 Sesbania
GTTGAGCTTGACTCTAGGCCGACTTTGTGAAAT 789.1 ’ drummondii
GACTTGAGAGGTGTAGGATAAGTGGGAGCTGG ' clone SSH-
AAACAGCGAAAGTGAAATACCACTACTTTTAAC 36 01 _A09
GTTATTTTACTTATTCCGTGAATCGGAAGCGGG T3
GCGCTGCCCCTCTTTTTGGACCCAAGGTCGGCT
TCGGCCGGTCGATCCGGGCGGAAGACATTGTCG
AGGTGGGGAGTTTGGCTGGGGCGGCGCATCTGT AK286
TAAAAGATAACGCAGGTGTCCTAAGATGAGCTC 0611 0.0 Glycine max
AACGAGAACAGAAATCTCGTGTGGAACAAAAG ' ’ cDNA, clone
GGTAAAAGCTCGTTTGATTCTGATTTCCAGTAA

Seqliéncia 18: GAGGTACACAAGTTGTGGTTCAAA
CTCTGCCAAATCTACAGACCCTGATTCAATTGG
TGGCATTAAATATGCAGCCAAGAGTTCAGACAC P.  vulgaris
CAAAGCAGCAACCAGTGGAATCCTCTTTAAGTT pértial
CTTCACCAACTGTAGGTCATCACTCTCACCAAT comparative
AGCAAGAATCTTCTGGTTTATCTCCACCATCCT anchor
GTCCAACTTCCTCTTGAATTCTGGGTTTTCAACA tagged
TCAAGAACAGCAGGGAAAATCCGAGCCGTTGT FN178 26-59 | sequence
GCGGTTTGTCTCAATGATGACATGCATGTCAAA 671.1 candidate
TTCTTTTGTGTTAAGTCCAATTCCTTCATAGAAA Leg092
TCCGTACGTTGGCAATCATTGAGATACATAGTG variety :
ACATAAACCGAGAGACAGAAGAAGCGAGACCA BATO3 «
CAACTTTGCCTTCCAATCGTTTAGAAATTGTGG Jalo EEP558
CTGTGCCTTCATAAGGGCAGAGAAAAAATCTCC
ATGCCTGTTCTCATCCTGGCACCAGTTCTCAAA

GTACCTCGGCCGCGACCACGC

Seqiiéncia 19: GAGGTGAAGCAGCAACAATTAGTC
TCAGCTGAAAATGGCCTCCTCAGTGATGGCATC
TGTGGCCCTTAAACCTGCCCCTTTCACTGTTGAG
AAGTCCTCAGTGAGAGGGCTTCCCTCCCTCTCA AK287 | 2e- | Glycine max
AGAAACTCCTCTTCATTCAGAGTTGTGGCCAGT 075.1 101 | cDNA. clone
GGTGGCAAGAAGATCAAGACTGACACACCTTA ' ’
TGGAATCAGTGGTGGCATGAACTTGAGGGATG
GAGTTGATGCATCTGGCAGGAAAGGAAAGGGA
AGGGTGTGTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGA

Sequéncia 20: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACGT Similaridade

GCACATCAATCAGGCCAGGCATAACAACAGCA

nao



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/99125724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YRAVCSCT014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210144293?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YRH1FHMW01N
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TCTCCATAATCTATTATTTCTTCTTGCTTAGACT encontrada
GCCCCTGCTTACCATATCCCTCAATGACAGATA
CTATTCTCCCTTCATTTATCTCCACTGAACCAGA
AATGGTCCCCTGTGGGGTCACAATGCGTTTGCT
GGATATCCAGAAGTGGTGATGGGGAAGAAGGC
TGCACTTACTCCGTGGAAACTTTATGAGAGGAT
ATAACTGGGCCGTGTGTGAATTCTGGAAGTAGA
AGAATACCAAAAAGGAAACAAGGATTGATAGC
AAAGGCAACACCCTCCAGATAAACTGATCCATT
TCACACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGAA

Sequiéncia 21: AGGTACTGGACGATGTGGAAGCTG p.vulgaris
CCTATGTTTGGGTGCACTGATTCTTCTCAGGTGT m'RN A for
TGAAGGAGCTTTACGAGGCTCAGACTGCTCACC le- | small subunit
CCGATGGTTTCATCCGTATCATTGGATTTGACA X5999 106 | of ribulose
ACGTTCGTCAAGTGCAGTGCATCAGTTTCATTG 9.1 bisphosphate
CCTACAAGCCACCAGGCTACTAAGTCTCCAAAA carboxylase/o
TTTCCCACTTTGTTTGTTTGTACCTCGGCCGCGA

CCACGCTA Xygenase
Sequiéncia 22: GGCAGGTACAACATCTCCCATTCA
TAGATCTGCGCCTACCTTTATACAATTAGATAC P. wvulgaris
AAAATTATCTATTTTTGAAACAGGAATAAAAGT DQ8S6 CV. Negro
AGTAGATCTTTTAGCTCCTTATCGTCGTGGAGG 973 1 2e-78 | Jamapa
AAAAATTGGACTTTTCGGTGGAGCTGGAGTAGG ' chloroplast
TAAAACAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAA

Sequiéncia 23: GGCAGGTACATGGAAAAGCACACA
GTCTCGAGATTGATTGGGGCTCCACCTGGATAT
GTTGGGTATGAAGAGGGAGGGCAACTAACAGA AK?286 Glycine max
GACAGTTCGCCGCAGACCTTATGCTGTCATTTT 061.1 | 6e-23 | cDNA, clone
GTTTGATGAGATTGAGAAGGCACACTCAGATGT
TTTCAATGTATTCCTTCAAATCCTGGATGATGG
AAGAGTAACTGATTCACAGGGCAGGACAGTAA
GTTTTACCAACACGGTTATCATTATGACCTCAA Mung bean
ATGTTGGATCACAGTGGCAGAGTGGCCTTGCTG 25S rRNA -
CCACGATCCACTGAGATTCAGCCCTTGTCGCTT X1721 | 6e-23 | 18S rDNA
TGATTCGTCTGCAAAGGATTCTACCCGCCGCTC 1.1 spacer region
GATGGGAATTGCGCTTCAAGGCGTCTCGCAAGG
CTGATTCACCACCTCGGCCGCGACCACGCTAA

Sequiéncia 24: CAGGTGGTCGCGGCCGAGGTGTTG
ATTCTGATTTCCAGGTACGAATACGAACCGTGA 26- Humulus
AAGCGTGGCCTATCGATCCTTTAGTCCTTCGGA AF223 157 lupulus  26S
ATTTGAACGCTAGAGGTGTCAGAAAAGTTACCA 066.1 ribosomal,
CAGGGATAACTGGCTTGTGGCAGCCAAGCGTTC 18S
ATAGCGACGTTGCTTTTTGATCCTTCGATGTCGG ribosomal
CTCTTCCTATCATTGTGAAGCAGAATTCACCAA
GTGTTGGATTGTTCACCCACCAATAGGGAACGT XR_07 26-
GAGCTGGGTTTAGACCGTCGTGAGACAGGTTAG 7542.1 157 Vitis vinifera
TTTTACCCTACTGATGACAGTGTCGCAATAGTA misc_RNA
ATTCAACCTAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTA

Sequiéncia 25: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACGA EUO018 | 2e-13 | P.vulgaris
GCCTATAGAACAGATCCTGATTTGTTTTTATTTT 598.1 mRNA  for



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21051?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YRHH3SC101S
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225464245?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YRGBD9AK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225464245?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YRGBD9AK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/156254691?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=YRG5KM7Z01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/156254691?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=YRG5KM7Z01N
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TATTTGATTGATGACTGAAAGTTTGATAGTTAT
GGTTATGCTTCAATGAGGATTTTTTTGCAAGTTA
ATATCAAAACTTTATATTTTCCCCAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAGCTTGTACACATCGAC
CCACTGGTCATCTTTGAGCAGCTGTAAGCCACT
GACCTTGTCATCCTGGAAGAGAAGGATGATCCC
ACCGGCATCGGTGTGGGCACGAAGACCCTTCAC

small subunit
of  ribulose
bisphosphate
carboxylase/
oxygenase

Arabidopsis

CAACTCTGGGTTGGGGCATGGAGGGTAGTTGGC NM_12 | 0.002 | thaliana heat
AACCTTGGTGCCAAAAGTTGGTCCTCTTGATCC 4786.4 stress
ATAGAAGGCTTTCTTGAGGTACCTGCCCGGGCG transcription
GCCGCTCGATGTCTCCAAAATTTCCCACTTTGTT factor A-9
TGTTTGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAA

Sequéncia 26: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTG
GAAATCAGAATCAAAACGAGCTTTTACCCTTTT Sesbania
GTTCCACACGAGATTTCTGTTCTCGTTGAGCTCA DQ465 drummondii
TCTTAGGACACCTGCGTTATCTTTTAACAGATGT 789.1 4e-79 | clone SSH-
GCCGCCCCAGCCAAACTCCCCACCTGACAATGT ' mMRNA
CTTCCGCCCGGATCGACCGGCCGAAGCCGACCA
CTTGCCCACGGTATTAGCAAGGGCATTAACATA Soy bean
ACCATGGTATCGCAAAATATTTGTAACAATTGA clone JCVI-
TCCAGGATGAAGGCAGTTAACAGTTATTTCCAC BT097 FLGm-
TCCTTCTTCCTTCAAGCGCCTTGCAAGCTCCTTT 335 1 le-79 | 26K19
GCATGCAAAATGTTAGCGAGTTTTGATTGTCCA ' unknown
TAAGCAAAATAACTGCTGTACCTCGGCCGCGAC mMRNA
CACGCT

Sequéncia 27: AGCCGGGTCGCGGCCGAGGTACAG
CAATGTCTAACCTCCCAAAAAAAATAGTCTACA
AGTTAAGTTTTGTATCAATTTAAACCCTTTCTCT Homologia
GGTCATCTATATGGTGTTCCAATTCCAGGAGAT i ) N30
GCATTTGTCACTGCACGAACTCTGTCATTTCTAG encontrada
TATCTCAAGTGCAGGAGAGAAACATCTCAAGTT
GATGCTGCATCTTAAATATGTTACCTGCCCGGG

CGGCCGCTCGA

Sequéncia 28: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACAA
AGAACGGGCAAATCTTTATGGGTTATATCGGAA P. vulgaris
GACATGGAAAGGGATGTTTTTATGTCAGCAGCA EU196 | 5e- | chloroplast,
GAAGCCCAAGCTTATGGAATTGTAGATCTTGTA 765.1 167 | complete
GCAGTTGAATAAAAAATCGGTGGCAAGATTGA genome
TTCTACTAAAATACAGGATTGGAAATTTCATTT
TTTACTCTTCTTACTTTACATTTTCAGAGAATAT
CTCTCAATCTATTAATAGAGTATCAATAATATA P. vulgaris
GGCTATCAGTAAGATAGGATATAGGTAATTCAC DQ886 5e- | cv. Negro
GGTTAGGATAGATCTAAACCTGCTCATTATACC 273.1 167 | Jamapa
AAAATCTATATATATATAGTACCTGCCCGGGCG chloroplast.
GCCGCTCG

Sequéncia 29: CGGCCGCCCGGGCAGGTACATTTT FJ8172 30-82 P. vulgaris
AGATAGGAGAATACTTAGGGAACCAAGATGAG 91.1 clone BAC
GTCATTGATAATGGTTGATGTTCATACGGAGAA B4-410
AGAGGATGCAAGGCCAAAGTTAAGGCCCCAGA 30-62
GCTCAAAAGATCCCTTAACAAAGTCATAGTATC AK?243 Glycine max
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CTCCTTTCAGTGCCAGTGTTTTGTTCACCACCTC 989.1 cDNA, clone
GGCCGCGACCACGCTAA

Sequéncia 30: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTGAAA
CAGCGAAAGTGAAATACCACTACTTTTAACGTT le- | Glycine max
ATTTTACTTATTCCGTGAATCGGAAGCGGGGCG AK286 132 | cDNA. clone
CTGCCCCTCTTTTTGGACCCAAGGTCGGCTTCG 061.1 ’
GCCGGTCGATCCGGGCGGAAGACATTGTCAGGT
GGGGAGTTTGGCTGGGGCGGCACATCTGTTAAA
AGATAACGCAGGTGTCCTAAGATGAGCTCAAC Sesbania
GAGAACAGAAATCTCGTGTGGAACAAAAGGGT DQ465 6e- | drummondii
AAAAGCTCGTTTGATTCTGATTTCCAGTACCTG 789.1 131 | clone SSH
CCCGGGCGGCCGCTCGATGTCATCAGTAGGGTA

AA

Sequéncia 31: CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACA P. wulgaris
ACATCTCCCATTCATAGATCTGCGCCTACCTTTA EU196 26-78 chloroplast
TACAATTAGATACAAAATTATCTATTTTTGAAA 765.1
CAGGAATAAAAGTAGTAGATCTTTTAGCTCCTT P. vulgaris
ATCGTCGTGGAGGAAAAATTGGACTTTTCGGTG DQ886 2e-78 | V- Negro
GAGCTGGAGTAGGTAAAACAGTACCTCGGCCG 273.1 Jamapa
CGACCACGCTAA chloroplast
Sequéncia 32: CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTTGT
ACAAGCTTTTTTTTTTTITTITTTTTTTTTCTTITTITG P.  vulgaris
GTAGAATCTCGTCTACTTAATTACGCTTCTATTC EU196 0.0 cHomphﬂ
CAATACGAAACATATAAATATATTGAATAATGA 765.1 '
AGTATCTTTGTATTCAGCTCAATCCTTCTTTTAG
GAAAAGATTGTGCCGAGTTTAATTGCAATTAAT
CCAAAGTATCCATTGCTTCGAATTCAAATTTGA
TCTCCTTCCATACTTCGCAAGCAGCAGCTAATT
CAGGACTCCATTTGCTAGCCTCACGGATAATTT P. wulgaris
CATTACCTTCACGAGCAAGATCGCGTCCTTCAT DQ886 cQ hmmd
TTCGAGCCTGCACACATGCTTCAAGAGCTACTC 273.1 0.0 |Jamapa
GATTAGCTACAGCACCTGGTGCATTTCCCCAAG ' chloroplast
GGTGTCCTAAAGTTCCTCCGCCAAATTGAAGTA

CCTCGGCCGCGACCACGCT

Sequéncia 33: CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTGCC
TCGTCATCTAATTAGTGACGCGCATGAATGGAT
TAACGAGATTCCCACTGTCCCTGTCTACTATCC
AGCGAAACCACAGCCAAGGGAACGGGCTTGGC AK286 | 0.0 | Glycine max
GGAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCTGTTGAGC 061.1 cDNA, clone
TTGACTCTAGTCCGACTTTGTGAAATGACTTGA
GAGGTGTAGGATAAGTGGGAGCTGGAAACAGC
GAAAGTGAAATACCACTACTTTTAACGTTATTT
TACTTATTCCGTGAATCGGAAGCGGGGCGCTGC
CCCTCTTTTTGGACCCAAGGTCGGCTTCGGCCG
GTCGATCCGGGCGGAAGACATTGTCAGGTGGG Sesbania
GAGTTTGGCTGGGGCGGCACATCTGTTAAAAGA DQ465 drummondii
TAACGCAGGTGTCCTAAGATGAGCTCAACGAG 789.1 0.0 | clone SSH

AACAGAAATCTCGTGTGGAACAAAAGGGTAAA
AGCTCGTTTGATTCTGATTTCCAGTACCTCGGCC
GCGACCACGCTA
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Sequéncia 34: GGGTCGCGGCCGAGGTCTTGACTC
TAGTCCGACTTTGTGAAATGACTTGAGAGGTGT
AGGATAAGTGGGAGCTGGAAACAGCGAAAGTG
AAATACCACTACTTTTAACGTTATTTTACTTATT
CCGTGAATCGGAAGCGGGGCGCTGCCCCTCTTT
TTGGACCCAAGGTCGGCTTCGGCCGGTCGATCC
GGGCGGAAGACATTGTCAGGTGGGGAGTTTGG
CTAAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTCAGAATTCAC

2e-
159

Glycine max
cDNA, clone

CAAGTGTTGGATTGTTCACCCACCAATAGGGAA AK?286
CGTGAGCTGGGTTTAGACCGTCGTGAGACAGGT 061.1
TAGTTTTACCCTACTGATGACAGTGTCGCAATA
GTAATTCAACCTAGTACGAGAGGAACCGTTGAT
TCGCACAATTGGTCATCGCGCTTGGTTGAAAAG
CCAGTGGCGCGAAGCTACCGTGCGTTGGATTAT
GACTGAACGCCTCTAAGTCAGAATCCGGGCTAG
AAGCGATGCGTGCGCCCGCCGTTTGTTTGCCGA
CAAGCAGTAGGGGGCCTTGGCCCCCCAGAGGC

ACGTGCCGTTGGTGACCCTCG

Seqliéncia 35: AGCTGGTCGCGGCCGAGGTACCCT Vigna radiata
TCAACAAACCCCATCAGCACAACCTGAACAGCC LHCII type I
CAGATGGCAAGAATGCTCTGAGCATGGACCAG chlorophyll
GTTTGGGTTCCCCAAATAGTCAAGCCCTCCCTC AF279 | 00 a/b-binding
AGAGAAGATCTGTGCACCAGCCTTGAACCACAC 248 1 ' protein;
TGCCTCACCGAATTTCACACCATTCTTCTCAAG ' nuclear gene
GATCTCTGGGAAGGTGCATCCCAGAGCACCGA for
GCATGGCCCATCTGCTGTGAATCACCTCCAACT chloroplast
CACGGTTCCTGGCAAAGGTTTCAGGGTCAGCTG product
ATAATCCAGCTGTGTCCCATCCGTAGTCACCAG
GGAATTCACCAGTCAGGTATGATGGAATCTGCT
CAGAGAATGGTCCCAAGTACTTGGGACGGTCA
GGGCCATACCAGATGCTCTGAGGAGCACTCTTG BT095 9e- Soybean
ACGGTGTACCTTCGTTCTTGTCTACACTGTCTTC 5071 167 clone JCVI-
TCTGCCACTGATCCTAAGAGGAACGCTAGGGAC ' FLGm-
TCCCATGTTCCTGTACCTGCCCGGGCGGCCGCT 19B17
AATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGLCCGGG unknown
AGCATGCGAACGTC mMRNA
Seqliéncia 36: CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTGCG
ACGGGGTATTGTAAGTGGCAGAGTGGCCTTGCT X1721 3e- Mung  bean
GCCACGATCCACTGAGATTCAGCCCTTGTCGCT 11 110 255 RNA -
TTGATTCGTCTGCAAAGGATTCTACCCGCCGCT ' 185 IDNA
CGATGGGAATTGCGCTTCAAGGCGTCTCGCAAG Spacer region
GCTGATTCACCTTACGAGGGTCACCAACGGCAC pacer reg
GTGCCTCTGGGGGGCCAAGGCCCCCTACTGCTG
GTCGGCAAACAAACGGCGGGCGCACGCATCGC
TTCTAGCCCGGATTCTGACTTAGAGGCGTTCAG
TCATAATCCAACGCACGGTAGCTTCGCGCCACT AK286 Glycine max
GGCTTTTCAACCAAGCGCGATGACCAATTGTGC 061.1 3e- cDNA. clone
GAATCAACGGTTCCTCTCGTACCTCGGCCGCGA ' 125 ’
CCACGCT

Sequéncia 37: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACCC Citrus limon
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TGATGAAATTTCAATTCTGCATGGAACCCTTAC
TTAAACTCGAATGCAATTACATCTTAGTTTTATC
CTTTAACATGTTCGGATTAGATACTAGAACGAA
ATTGGTCATCTTATATGAAATAGAGGAGTAATT
GATTCTGACAAAACAAAATTGTGAAACTTATGT
GCTAGAACTGATGATCCTAATGACATTGAACTG
TGTCTTTGAAACAGCCCTTCAAGGACATGGTCG
AAGGAATGAGGATGGACCTTAGGAAGTCAAGA
TACGATAACTTTGATGAGCTGTACCTGCCCGG

AB114
664.1

2e-12

CitPSY
mRNA  for
phytoene
synthase

Sequéncia 38: AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTGCCC
AGCGCAGAAAGTGAGTTTAAGGCCATGGCTGC
AGATGCTTCTGTTTTTACCTTTGGAGATGACGA
AGACTACGAAAGTGATTGAACTACATCAATTTG
TTATCTTCATATTTGGATTTTTGTACCTGCCCG

AP006
667.1

le-25

Lotus
japonicus
genomic
DNA

Sequéncia 39: ATGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACG
GACAAGGGGAATCCGACTGTTTAATTAAAACA

AAGCATTGCGATGGTCCCTGCGGATGTTGACGC
TTTGTGATTTCTGCCCAGTGCTCTGAATGTCAAA
GTGAAGAAATTCAACCAAGCGCGGGTAAACGG

CGGGAGTAACTATGACTCTCTTAAGGTAGCCAA
ATGCCTCGTCATCTAATTAGTGACGCGCATGAA
TGGATTAACGAGATTCCCACTGTCCCTGTCTAC

TATCCAGCGAAACCACAGCCAAGGGAACGGGC
TTGGCGGAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCTGT

TGAGCTTGACTCTAGTCCGACTTTGTGAAATGA

CTTGAGAGGTGTAGGATAAGTGGGAGCTGGAA

ACAGCGAAAGTGAAATACCACTACTTTTAACGT
TATTTTACTTATTCCGTGAATCGGAAGCGGGGC

GCTGCCCCTCTTTTTGGACCCAAGGTCGGCTTC

GGCCGGTCGATCCGGGCGGAAGACATTGTCAG

GTGGGGAGTTTGGCTGGGGCGG

DQ465
761.1

0.0

Sesbania
drummondii
clone SSH
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