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Introducéao

A soja (Glycine max) é uma das principais espécies cultivadas no mun-
do. Na safra 2014/2015 a producdo mundial desta oleaginosa chegou
a 319 milhdes de toneladas (CONAB, 2015). No Brasil, sua produ-
cao chegou a 96 milhdes de toneladas (CONAB, 2016), colocando o
pais como segundo maior produtor mundial. Ndo sé no Brasil, mas no
mundo todo, diversos fatores biéticos e abidticos limitam a producao,
dentre eles, o déficit hidrico pode ser destacado como um dos princi-
pais fatores limitantes, sendo que, no Brasil, 71% dos casos de per-
das de producao, estao relacionados ao déficit hidrico (ARAUS et al.,
2002; CASAGRANDE et al.,2001). Dessa forma, uma das estratégias
para mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico é o desenvolvimento de
cultivares mais tolerantes, as quais apresentem melhor estabilidade no
rendimento em condicdo de estresse.
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A resposta ao déficit hidrico pela planta é realizada por diversos meca-
nismos fisiolédgicos e moleculares, incluindo a ativacédo da expressao
de um grande numero de genes. A compreensao desses mecanismos
torna-se uma ferramenta importante para a definicdo de estratégias
biotecnoldgicas que contribuam para o desenvolvimento de gendti-
pos mais tolerantes ao estresse por déficit hidrico. De forma geral,

a expressao destes genes esta relacionada a presenca de fatores de
transcricao, que atuam na regulacao de inimeros processos celulares
(WANG et al., 2008).

Os Zinc Fingers (Dedos de Zinco) sao uma grande familia de fatores

de transcricao, classificados em diversos grupos que incluem C2H2,
C2HC, C2C2, C2HCC2C2, C2C2C2C2 e CCCH. A classificacao é ba-
seada no numero e na ordem de cisteinas e histidinas ligadas a um ion
de zinco na estrutura secundaria do finger (SEOK et al., 2016). Em Ara-
bidopsis thaliana as proteinas zinc finger (AtTZFs) sao potentes regula-
dores de respostas a estresses bidticos e abidticos. Em seu genoma, ja
foram identificados 68 genes que foram classificados e divididos em 11
subfamilias de acordo com o nimero de zinc fingers e do espacamento
entre as cisteinas e a histidina (WANG et al., 2008). Diversos trabalhos
j& demonstraram a relacédo dos zinc finger, com mecanismos de toleran-
cia ao estresse. (WANG et al., 2008; PENG et al., 2012; SEOK et al.,
2016).

As proteinas CCCH sao compostas por trés cisteinas seguidas por uma
histidina, encontradas em organismos simples como as bactérias, a até
organismos superiores como os eucariotos. Wang et al. (2008) identifi-
caram 68 destes genes em Arabidopsis e 67 genes em arroz, os quais

foram divididos em 20 subfamilias, a partir da sua filogenia e estrutura.

Em soja, a distribuicdo e caracterizacao detalhada dessas proteinas
ainda nao foram realizadas. Tendo em vista a importancia desses genes
nos mecanismos de resposta de plantas a estresses bidticos e abidti-
cos, o objetivo do presente trabalho foi identificar e avaliar a expressao
de genes pertencentes a familia CCCH em duas cultivares de soja sob
condicoes de déficit hidrico.
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Material e Métodos

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com trés repe-
ticoes (constituidas por bu/ks de 10 plantas) em fatorial 2x7, sendo
duas cultivares consideradas contrastantes para tolerancia ao déficit
hidrico: Embrapa 48 (tolerante) e BR 16 (susceptivel) e sete tempos de
exposicdo ao déficit hidrico (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150 minutos). O
experimento foi conduzido em hidroponia, sendo o estresse por déficit
hidrico aplicado através da remocao das plantas da solucdo hidropdnica
e manutencao das mesmas em bandejas, sem agua, em ambiente de
casa-de-vegetacado. A obtencao de plantas, aplicacdo do estresse, a
coleta e o armazenamento das amostras, foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Rodrigues et al., 2012.

O RNA total foi extraido de raizes e das folhas de cada repeticéo uti-
lizando o reagente Trizol (Invitrogen) de acordo com as instrucoes do
fabricante. A partir do RNA total extraido foram formados bu/ks resul-
tando em amostras classificadas como: controle (tempo 0), nivel de
estresse 1 (25 e 50 minutos), nivel de estresse 2 (75 e 100 minutos) e
nivel de estresse 3 (125 e 150 minutos). Posteriormente a avaliacdo da
qualidade do RNA extraido, realizou-se o sequenciamento das amostras
(RNAseq) através da plataforma lllumina, conforme a metodologia des-
crita por Rodrigues, et al., 2015. Foram geradas bibliotecas de tecidos
de folhas e raizes, das cultivares Embrapa 48 e BR 16, sob condicido
controle e sob diferentes niveis de déficit hidrico. Os dados resultan-
tes do sequenciamento foram carregados na plataforma Genesifter™
analyzis (VizX Labs LLC, Seattle, WA, USA; http://www.genesifter.net)

Para a identificacdo e obtencao das sequéncias dos genes pertencentes
a familia CCCH foi realizada uma andlise /n silico na plataforma online
Soybean Knowledge Base (SoyKB), onde por meio da ferramenta de
busca Browse/Gene families, foram encontrados todos os genes ja
identificados em soja, pertencentes a essa familia. Posteriormente, os
genes selecionados foram comparados com dados de expressao da
biblioteca de RNAseq gerada. As expressoes dos genes identificados
por meio desta busca, foram analisados nos resultados gerados pela
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RNAseq na plataforma Genesifter™, na qual os dados foram normaliza-
dos pelo total de reads mapeados.

Resultados e Discussao

Na anélise in silico foram encontrados 147 genes da familia CCCH.
Dentre os 147 genes, 139 foram identificados na biblioteca de RNAseq
de folhas e raizes de cada cultivar.

Na biblioteca de RNAseq das folhas da cultivar BR 16, 71 genes foram
up-regulados e 103 foram down-regulados em pelo menos um dos
niveis de estresse comparados ao controle. Em raizes os nimeros ob-
servados foram de 64 genes up-regulados e 95 down-regulados. Para

a cultivar Embrapa 48 foram encontrados 76 genes up-regulados e 83
down-regulados, em folhas e 49 genes up-regulados e 95 down-regula-
dos em raizes.

A anadlise de expressao na plataforma Genesifter™, indica os genes que
foram up-regulados (coloracao vermelha) e os genes que foram down-
-regulados (coloracao verde) conforme é possivel observar na Figura.1.

O gene Glyma12g33320 foi up-regulado em todos os niveis de es-
tresse, nas raizes e nas folhas de ambas as cultivares. Ja o Gly-
ma08g43270 apresentou down-regulacao nas folhas (Figura A) e nas
raizes (Figura C) da cultivar BR 16, porém, na Embrapa 48 este gene
foi up-regulado nas folhas (Figura B) e nas raizes (Figura D).

Devido a expressao do Glyma12g33320 apresentar up-regulacdao em
todos os niveis de estresse nas duas cultivares, é possivel indicar que
este gene, é um gene-resposta ao estresse por déficit hidrico, tendo em
vista que apresentou elevada expressdao mesmo na cultivar sensivel.
Por outro lado, o gene identificado como Glyma08g43270 foi up-regu-
lado apenas na cultivar Embrapa 48 e down-regulado na cultivar BR 16,
sendo um potencial candidato a conferir tolerancia ao déficit hidrico,
uma vez que se diferenciou apenas no material tolerante. Esse compor-
tamento foi observado tanto em tecidos de folha, bem como de raiz.
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Esta diferenca de expressao entre genes da familia CCCH zinc finger,
também foi encontrada por Wang et al., (2008), onde foi verificada

a expressao de 11 genes de arabidopsis, submetidas ao estresse por
déficit hidrico e estes apresentaram relacdo com a resposta a estresses
abidticos.

Conclusao
A familia CCCH zinc finger apresentou inUmeros genes em soja, com
expressao alterada em resposta ao déficit hidrico.

Baseado no padrdo de expressdo desses genes, o Glyma08g43270

foi selecionado como candidato a conferir tolerancia ao déficit hidrico,
enquanto que o Glyma12g33320 atua nos mecanismos de resposta ao
estresse.
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Figura 1. Expressdo dos genes Glyma12g33320 e Glyma08g43270 nas folhas e nas
raizes de duas cultivares de Soja, representadas pelas coloracées: preto (sem alteracéo),
verde (down-regulado) e vermelha (up-regulado). Submetidas a quatro niveis de déficit
hidrico: Controle, O minuto (C), Estresse de 25-50 minutos (E1) Estresse de 75-100 (E2),
Estresse de 100-125 minutos (E3). Determinados nas folhas das cultivares BR 16(A) e
Embrapa 48 (B) e nas raizes das cultivares BR 16 (C) e Embrapa 48 (D).



