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Analise in silico de genes para ganho em teor
e qualidade proteica em semente de soja

MARIN, D. R.!; SOUZA, E. M. G.", MOLINARI, M. D. C.%4 MARIN, S. R. R3
NEPOMUCENO, A. L.; MERTZ-HENNING, L. M.#

"Unifil, Centro Universitario Filadelfia, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR, dani.rockenbachmarin@gmail.
com; 2Pos-doutoranda, Embrapa Soja; *Analista, Embrapa Soja; “Pesquisador, Embrapa Soja.

Introducgao

A grande importancia da soja esta relacionada com sua composigao, princi-
palmente em relacéo ao teor de proteina (38% - 42%) e 6leo (18% - 22%) que
proporciona uso na alimentagao humana e animal, e aplicagdo na industria
farmacéutica, industria quimica e para produgdo de biocombustivel (Patil et
al., 2018). Nao somente a quantidade, mas também a qualidade da proteina
€ critica para o uso na alimentacao animal, e a composi¢ao de aminoacidos
na proteina esta entre os principais fatores que determinam a qualidade da
soja. A proteina de soja possui uma propor¢cao adequada dos aminoacidos
essenciais para alimentacdo humana e animal, com exceg¢ao dos aminoa-
cidos sulfurados metionina e cisteina (Zhang et al., 2018), dessa forma, o
aumento destes aminoacidos na proteina pode promover melhor qualidade
nutricional.

O melhoramento genético para teor e composi¢ao da proteina é desafiador,
pois a composigao quimica da semente ¢é influenciada por fatores como am-
biente e gendtipo (Kim et al., 2016), e por essas caracteristicas serem contro-
ladas por diversos genes (Patil et al., 2017). Numerosos estudos mapearam
principalmente no cromossomo 20 diversos QTLs associados a composi¢éo
e teor de proteina na semente de soja (Van; McHale, 2017), porém poucos
fizeram a caracterizagéo desses QTLs. A caracterizagéo in silico de genes
relacionados com o acumulo e a composigao da proteina possibilitam a pros-
peccgao de candidatos mais promissores para uso em estratégias biotecnolo-
gicas para melhoria dessas caracteristicas. Assim, esse trabalho tem como
objetivo a andlise in silico de genes presentes no QTL mPCM20-3, envolvido
no aumento de quantidade proteica e de aminoacidos sulfurados (metionina
e cisteina) em gréos de soja, visando selecionar alvos para edigéo genémica.
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Materiais e Métodos

A partir do trabalho de Van e McHale (2017), foram selecionados cin-
co genes (Glyma.20G121200; Glyma.20G121300; Glyma.20G122300;
Glyma.20G122400; Glyma.20G122500) presentes no QTL mPCM20-3 (iden-
tificado no cromossomo 20 de soja). As sequéncias proteicas dos genes e
seus respectivos transcritos foram recuperados a partir do banco de dados
Phytozome'. Em seguida, foi realizada a busca por genes ortélogos em es-
pécie modelo para dicotileddnea (Arabidopsis thaliana — genoma TAIR10)
e copias no genoma da soja (Wm82.a4.v1) a partir da ferramenta BlastN
do genome browser Persephone?. O alinhamento de sequéncias proteicas
foi realizado no software Muscle® e Jalview V2 (Waterhouse et al., 2009). A
predicdo do sitio de localizacado subcelular foi realizado a partir do software
TargetP (Emanuelsson et al., 2007) para identificacdo do local de acéo do
gene. A arvore filogenética foi obtida a partir do software ITol*. A identificagdo
da via metabdlica foi obtida a partir do banco KEGG pathways®. Os dominios
proteicos conservados foram identificados através do software MotifScan® via
banco de dados de familias génicas pfam, utilizando alinhamentos multiplos
locais e globais HMMs (Hidden Markov Models). As expressdes e heatmap
em sementes de soja foram obtidas em transcritos por milhdo-TPM do banco
de dados transcriptébmicos de soja Soybean Expression Atlas’ (Machado et
al., 2020).

Resultados e Discussao

Todos os genes selecionados apresentam ortélogos na espécie modelo para
dicotiledbneas, Arabidopsis thaliana. O gene com maior similaridade protei-
ca com Arabidopsis foi o Glyma.20G122500 com 87% e o de menor simi-

' https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
2 https://persephonesoft.com/

3 https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

4 https://itol.embl.de/upload.cgi

5 https://www.genome.jp/kegg/pathway.html

5 https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan

7 http://venanciogroup.uenf.br/cgi-bin/gmax_atlas/index.cgi
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laridade foi o Glyma.20G122300 com 53%. Somente o Glyma.20G122300
esta presente em cépia Unica, os demais Glymas apresentam-se em cdpia
duplicada no cromossomo 10. A similaridade entre cépias foi 293%. Todos
0s cinco genes encontram-se em tandem no cromossomo 20 entre as posi-
¢bes 36.300.000 a 36.600.000 cM, bem como suas cépias noO cromossomo
10 que também se encontram posicionados em tandem entre as posi¢des
49.100.000 a 49.300.000 cM (Tabela 1).

Os genes Glyma.20G121200 e Glyma.20G121300 codificam para uma en-
zima Diacilglicerol difosfato fosfatase (E.C.3.1.3.4) que atua no metabolis-
mo de Glicerolipideo, Glicerofosfolipideo, éter lipidico e esfingolipideo. Os
genes Glyma.20G122300 e Glyma.20G122400 codificam para uma enzima
Procolageno-lisina 5-dioxigenase (E.C.1.14.11.4) que atua na degradagéao de
lisina. Por fim, o gene Glyma.20G122500 codifica para uma enzima Frutose-
bifosfato aldolase (E.C.4.1.2.13) que atua na via de pentose fosfato, glicélise
e gluconeogenese, além de atuar também no metabolismo da frutose e ma-
nose e na fixagao de carbono.

Ao comparar as sequéncias proteicas entre as espécies foi possivel observar
que para os genes codificadores da enzima Diacilglicerol difosfato fosfatase
e Procolageno-lisina 5-dioxigenase, néo foi detectada a presenca de pepti-
deo sinal, o que indica que as proteinas tém atuagéo permanente no citosol
(Figura 1A e 1 C). Ja a enzima Frutose-bifosfato aldolase apresentou 98% de
probabilidade de atuar no cloroplasto. O peptidio de transferéncia cloroplas-
matica foi observado na posi¢édo 30pb em ambas as espécies (Figura 1B).
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A analise de dominio proteico (Figura 2) revelou que todos os genes, transcri-
tos e ortélogos que codificam para Diacilglicerol difosfato fosfatase apresen-
tam um dominio PAP2 entre as posi¢cdes 120 a 280 em soja e 100 a 260 em
Arabidopsis. Os genes que codificam para Procollagen-lysine 5-dioxygenase
apresentaram dominios 20G-Fell_Oxy apenas no gene Glyma.20G122400
de soja e no ortologo em Arabidopsis. No Glyma.20G122300 n&o ha presen-
¢a de dominio ativo, pois a regido entre as posigcoes 280 a 340 do dominio
sofreu fortes alteracdes fisico-quimicas e de identidade em todos os trans-
critos, podendo ser este um indicativo de que este gene nao seja funcional.
Para os outros o dominio encontra-se ente as posigdes 240-340 em soja e
260 a 340 em Arabidopsis. Ja o gene Glyma.20G122500 que codifica para a
enzima Fructose-bisphosphate aldolase foi identificado o dominio Glicolitico
na posicao 40 a 380 em soja e Arabidopsis. A similaridade proteica entre as
especies foi de 87%.

O heatmap mostra as médias de expressdes em semente dentro de cada
bioinsaio (SAMN) avaliado, altas expressdes estao representadas na barraem
azul e baixas expressdes em amarelo. Amédia das expressdes dos 158 bioen-
saios estdo representados no grafico de barras. Os genes Glyma.20G122500
e sua copia Glyma.10G26850 apresentam as maiores expressdes em semen-
tes. Estes codificam para a enzima Fructose-bisphosphate aldolase. Entre os
genes que codificam para a enzima Diacilglicerol difosfato fosfatase os genes
Glyma.20G121300 e sua copia Glyma.10G270000 sdo os mais expressos
em sementes quando comparados aos genes Glyma.20G121200 e sua copia
Glyma.10G270100 (Figura 3). Por fim, todos os genes que codificam para
a enzima Procollagen-lysine 5-dioxygenase apresentam altas expressdes
em sementes (Glyma.20G122300; Glyma.20G122400; Glyma.10G268600)
(Figura 3).
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias proteicas dos genes codificadores da enzima
Procollagen-lysine 5-dioxygenase (E.C. 1.14.11.4). Em vermelho estéo representadas
regides com mutagdes ndo sindbnimas. Setas em preto representam a posigao do do-
minio ativo 20G-Fell_Oxy. Os residuos conservados sao destacados (azul:> 80% de
concordancia, azul médio:> 60% de concordancia, azul claro:> 40% de concordancia;
apenas os residuos que concordam com o residuo de consenso para cada coluna séo
coloridos). O histograma de anotacdo de conservagéo abaixo do alinhamento reflete
a conservagao das propriedades fisico-quimicas e marca os residuos absolutamen-
te conservados (pontuagédo 11) com um asterisco amarelo (*’) e colunas onde as
propriedades fisico-quimicas s&o conservadas (pontuagéo 10) com um (‘+’) amarelo;
posicdes menos conservadas sdo mostradas em cores mais escuras com pontuagao
decrescente.
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Conclusao

Os genes que codificam para as enzimas Diacilglicerol difosfato fosfatase e
Procollagen-lysine 5-dioxygenase atuam no citoplasma enquanto o gene que
codifica para enzima Fructose-bisphosphate aldolase atua no cloroplasto.

Embora o gene Glyma.20G122300 apresente alta expressao, néo apresenta
dominio ativo; j& os Glymas.20G121200 e Glyma.10G270100 apresentam
dominios ativos, porém suas expressdes sd0 menores.

Entre os genes com alta expressdo em sementes para ambas as copias e do-
minios ativos estdo o Glyma.20G122400 (Procollagen-lysine 5-dioxygenase)
e 0 Glyma.20G122500 Fructose-bisphosphate aldolase, podendo ser alvos
interessantes para edigdo gendmica a fim de aumentar quantidade e quali-
dade da proteina.
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