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Analise in silico da familia PF00257 em
soja visando identificar genes candidatos
para tolerancia a seca via edigao génica

SOUZA, E. M. G."; MARIN, D. R."; MOLINARI, M. D. C.%, MARIN, S. R. R.3; MERTZ-
HENNING, L. M.4; NEPOMUCENO, A. L.4

Unifil, Centro Universitario Filadelfia, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR, enya.souza07 @gmail.com; 2Pds-
-doutoranda, Embrapa Soja; *Analista, Embrapa Soja; *Pesquisador, Embrapa Soja.

Introducgao

A soja é uma cultura de grande importancia mundial. E utilizada em varios
setores da agroindustria, desde a fabricagdo de ragao animal até a produgao
de combustiveis renovaveis (Aprosoja, c2018). A cadeia produtiva da soja
movimenta bilhdes de ddélares no Agronegdcio impactando fortemente no PIB
mundial (Franceschini et al., 2017). Contudo, a soja € uma cultura fortemente
afetada por fatores bidticos e abidticos como a seca que pode gerar perdas
significativas na lavoura. Entre os anos 1976/77 e 2013/14 o Brasil deixou de
ganhar U$ 79,62 bilhdes devido a perdas de produgéo ocasionadas especial-
mente pela seca (Ferreira, 2016). Cabe ressaltar que cenarios climatologicos
futuros preveem o aumento de episodios de seca (IPCC, c2011). Diante deste
quadro, é importante que sejam desenvolvidas estratégias biotecnoldgicas
que permitam mitigar as perdas causadas pela seca, entre elas o desen-
volvimento de cultivares mais tolerantes a esta condigdo ambiental adversa.
Quando a soja € submetida a seca, inicia-se uma cascata génica regulato-
ria que desencadeia respostas a nivel fisiolégico e bioquimico, por meio da
ativagdo ou inativagdo de genes apds a percepgao do estresse pela planta
(Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki, 2007). As vias moleculares mais conhe-
cidas de resposta a seca sao divididas em dependentes do acido abscisico
(ABA) e independentes de ABA (Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Em
ambas as rotas inumeros genes atuam em resposta ao déficit hidrico e entre
eles estdo genes da familia PF00257 (Desidrina), que atuam como osmopro-
tetores (Yamasaki et al., 2013).



28 DOCUMENTOS 440

Diante deste quadro, esse trabalho tem como objetivo a analise in silico dos
genes pertencentes a familia PF0027 em soja, visando identificar genes can-
didatos a melhorar a tolerancia a seca em soja via edigdo génica.

Materiais e Métodos

A partir de analises transcritdbmicas de soja tolerante (E48) e sensivel (BR16)
ao déficit hidrico, foi selecionado o gene Glyma.09G185500 (Desidrina) que
apresentou altas expressées em ambas as cultivares em folhas e raizes sob
déficit hidrico. As expressodes foram resgatadas a partir dos dados brutos
depositados no banco de dados NCBI (bioprojeto PRINA615913). As ex-
pressdes em transcritos por milhdo (TPM) em todos os tecidos de soja sob
condicao controle (irrigada) foram obtidas a partir do banco de dados trans-
criptdmicos de soja’.

A identificacdo dos membros pertencentes a familia génica ao qual o
Glyma.09G185500 faz parte, foi realizada a partir do arquivo de anotacao
do genoma da soja versdo Wm82.a2.v1 e W82.a4.v12. Somente os genes
presentes nas duas versdes foram selecionados, a fim de eliminar possiveis
erros de anotagao.

Para identificacdo de ortélogos em espécie modelo para dicotiledéneas,
Arabidopsis thaliana e identificagdo de cépias e paralogos em soja foi realiza-
do um BlastP através do genome browser Persephofone?. A identificagdo de
peptideo de transferéncia subcelular foi obtida a partir do software TargetP4,
com objetivo de verificar o local de agdo dos genes. O alinhamento de se-
quéncias proteicas para desenho do dendograma foi realizada através do
software Muscle® e Itol® e logo do motivo ABRE e segmento K, foi obtido a

' http://venanciogroup.uenf.br/cgi-bin/gmax_atlas/index.cgi
2 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html

3 https://web.persephonesoft.com/

4 http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

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

5 https://itol.embl.de/tree
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partir do software Weblogo’. A identificagdo de dominios ativos foi realizada
no software MotifScan?.

Aanalise de regido promotora foi feita a partir do software RSATplant®, a partir
do qual foram contabilizados os numeros de motivos ABRE (ACGT), respon-
sivos ao acido abscisico-ABA, entre as regides -1 a -2000pb do sitio de inicio
da transcricdo-TSS (Maruyama et al., 2012).

Resultados e Discussao

Foi observado, a partir dos dados de expressao de folhas e raizes de soja
sob seca (bioprojeto PRINA615913), que o Glyma.09G185500 apresentou
aumento nos niveis de expressao in silico tanto em folhas quanto em raizes
das duas cultivares de soja avaliadas (sensivel e tolerante). Em folhas, a
expressao foi 12X superior sob seca para ambas as cultivares, enquanto em
raizes a expressao foi 6X superior quando comparado a condigdo controle
(irrigada) (Figura 1A).
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Figura 1. Expressao em transcritos por milhdo (TPM) e log2FC do Glyma.09G18550,
em transcriptoma de folhas e raizes de soja sob seca (A) e em todos os tecidos de
soja, condigao controle (B).

I
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7 https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
8 https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan

9 http://rsat.sb-roscoff.fr/
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Estes dados sugerem um papel importante do gene a nivel de espécie
pois foi up-regulado igualmente tanto na cultivar sensivel quanto na tole-
rante. O Glyma.09G185500 pertence a familia génica PF00257 compos-
ta por genes codificadores de desidrinas. Um total de 9 genes pertencen-
tes a familia PF00257 foram identificadas em soja (Glyma.04G009900;
Glyma.08G048900; Glyma.16G038000; Glyma.07G090400;
Glyma.17G187600; Glyma.12G235800; Glyma.04G009400;
Glyma.09G185500; Glyma.13G201300) (Figura 2A). As desidrinas atuam na
protecdo de membranas lipidicas celulares conferindo atividade protetora.
Em arroz foi observado que a superexpressao da desidrina 1 (DHN1) aumen-
tou a tolerancia a seca e eliminou espécies reativas de oxigénio (Kumar et
al., 2014). A superexpressao da desidrina 5 (DHNS) de milho em Arabidopsis
também aumentou a tolerancia a seca através do ajuste osmatico, além disso
mostrou-se responsiva ao ABA (Brini et al., 2007). Em tomate a superexpres-
s&o da desidrina ShDhN aumentou a tolerancia a seca através do acumulo de
antioxidantes (Liu et al., 2015).

Em Arabidopsis thaliana, o gene de desidrina DHNA e DHNC de musgo
Physcomitrella patens, aumentou a tolerancia a seca, além de melhorar a
estabilidade de membranas, enzimas e nucleotideos (Li et al., 2017). Nesse
mesmo estudo, foi observado que as plantas transgénicas apresentaram
maior capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio-ROS. Em taba-
co, a superexpressao de desidrina de Prumus mume PmDHN também au-
mentou a tolerancia a seca (Bao et al., 2017). Em soja, dados de proteoma
mostram que variedades mais tolerantes a seca apresentam maiores niveis
de desidrinas comparadas a cultivares sensiveis (Arumingtyas; Savitri, 2013).

Apds observar que o gene de desidrina apresenta papel responsivo a seca,
foi verificado se de fato, o Glyma.09G 185500 era 0 membro da familia mais
importante em folhas e raizes de soja. A Figura 1 demonstra que embora
a expressao tenha aumentado em folhas e raizes de soja (Figura 1A), o
Glyma.09G185500 apresenta maior expressao em sementes, caule, cotilé-
done e plantulas em desenvolvimento (Figura 1B). Diante deste resultado, a
expressao de todos os membros da familia PF00257 foi obtida com objetivo
de identificar qual dos genes desempenham papel mais expressivo em fo-
Ihas e raizes de soja (Figura 2B). Foram encontrados um total de 9 genes
pertencentes a familia PF00257 em soja (Tabela 1). Em Arabidopsis thaliana
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Os nove genes pertencentes a familia PF00257 estdo distribuidos em
8 cromossomos (4; 7; 8; 9; 12; 13; 16; 17). Todos em cdpia unica, sen-
do 6 (Glyma.17G187600; Glyma.13G201300; Glyma.12G235800;
Glyma.09G185500; Glyma.07G090400; Glyma.04G009400) ABA respon-
sivos € 3 nédo (Glyma.16G038000; Glyma.08G048900; Glyma.04G009900)
(Tabela 1). Segundo Maruyama et al. (2012) somente genes que apresentam
dois ou mais motivos ABRE em seus promotores sdo responsivos ao ABA.
Pois para que a resposta induzida por ABA seja efetiva no minimo dois ele-
mentos sao requeridos para anelamento a sequéncia proteica, seja pelo ABA
ou fatores de transcricdo como AREB (Maruyama et al., 2012).

Ao comparar as sequencias proteicas dos nove membros da familia PF00257
com seus respectivos ortologos, foi possivel observar a formacgéo de 3 clusters
(Figura 2A). Cada clusters evidencia a similaridade dos genes de soja com
seus respectivos ortélogos e paralogos mais proximos. Ao avaliar a expres-
sdo em TPM de 99 bioensaios provenientes de 33 bioprojetos de raizes, as
desidrinas codificadas pelos genes Glyma.17G187600 e Glyma.04G009400
se mostraram mais expressas (Figura 2B) comparadas ao restante dos genes
da familia. Em folhas, a partir da analise de 601 bioensaios provenientes de
41 bioprojetos, os mesmos genes se destacaram. O gene Glyma.09G 185500
observado nas bibliotecas de RNA-Seq de cultivares contrastantes em res-
posta a seca, também apresentou contagens significativas em ambos os teci-
dos, porém inferior aos Glyma.17G187600 e Glyma.04G009400 (Figura 2B).
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Para identificar o local de agao dos genes foi realizada a busca por peptideo
sinal de transferéncia subcelular nas sequencias de proteinas de todos os ge-
nes. Nenhum dos genes avaliados apresentaram peptideo sinal para trans-
porte, indicando sua atividade no citoplasma da célula da planta (Figura 3).

SECH

= F

C® g 2ol iTerze

@ Loy 2 LTSS
: ::‘:: Figura 3. Esquema da atua-
* v IR ¢ao do acido abscisico-ABA
nos membros da familia
_h_ PF00257. O weblogo repre-
S senta o dominio conservado

L ] ABRE, responsivo ao ABA
(Saruhan-Gdiler; Terzi, 2020,

Trpmeeind
I': adaptado). Em verde estédo
| ﬂ%ﬁﬁﬁlﬂ%ﬁﬁ | representados os genes da
Sl e familia mais expressos em

. a folhas e raizes de soja.

O alinhamento proteico mostrou a presenga de um dominio altamente con-
servados entre soja e Arabidopsis na regiao 290 a 305 das proteinas avalia-
das (Figura 3). Esse dominio € um seguimento rico em lisina denominado K.
Segundo Malik et al. (2017), as familias de proteinas de desidrina contém trés
dominios conservados, denominados segmentos K, Y e S. Entre os segmen-
tos conservados, um residuo rico em lisina denominado K é prevalente em
todas as desidrinas. Nas angiospermas, a sequéncia comum do segmento K
€ EKKGIMDKIKEKLPG. O segmento K geralmente esta localizado proximo
ao C-terminal e participa da formacao de uma classe de a-hélice anfipatica
A2 (Hughes; Graether, 2011). Esse segmento pode interagir com membranas
ou proteinas para modular suas propriedades (Hughes; Graether, 2011). Em
um estudo de superexpressao da desidrina 13 de milho foi observado que
o seguimento K presente nesta proteina foi fundamental para sua atividade
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responsiva e cooperativa com outros segmentos presentes na proteina desse
gene para que ela pudesse aumentar a tolerancia ao estresse oxidativo em
tabaco (Liu et al., 2017).

Conclusao

Foram identificados 9 genes pertencentes a familia PF00257 em soja e 9
em Arabidopsis, porém apenas 5 genes de soja apresentam ortélogos em
Arabidopsis.

Todos os genes atuam no citoplasma, sendo 6 responsivos ao ABA por apre-
sentarem 2 ou mais motivos ABRE em suas regiées promotoras, e 3 nao
responsivos ao ABA.

Todos as proteinas apresentaram dominio K conservado entre as espécies,
sendo todas ativas no citoplasma das células.

Os alvos mais promissores para folhas e raizes de soja foram os
Glyma.17G187600, Glyma.04G009400 e Glyma.09G185500 por apresenta-
rem altas expressdes nesses tecidos.
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