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Introducao

As proteinas de choque térmico sao divididas em proteinas de alta massa molecular (60-100D)

e de baixa massa molecular (16-42 kDa) ou small heat shock proteins (sHSPs) (SARKAR et al.,
2009). As sHSPs sao chaperonas moleculares capazes de impedir a agcao de desnaturases nas
células. Desempenham ainda funcao no dobramento de proteinas nascentes e no redobramento
das desnaturadas. As sHSPs vegetais sao codificadas por uma familia multigénica nuclear
sendo sua principal caracteristica a presenca do conservado de 80-100 aminoacidos na regiao
C-terminal denominado dominio a -cristalino (a —cristalina domain — ACD) (SARKAR et al., 2009).
Além disso, a regiao upstream a sequéncia codante das sHSP apresenta comumente varias
repeticoes do dominio 5’'nGAAN3’ (HSE, heat shock element) que sao reconhecidas e ativadas
pelos heat shock fators ou HSF (SARKAR et al., 2009).

As sHSPs sao frequentemente associadas a resposta ao estresse por fatores abidticos e, mais
recentemente, tem sido também associadas a resposta a nematoides (FUGANTI et al., 2010;
KANDOTH et al., 2011). Ainda nao se conhece os fatores especificos que desencadeiam a
expressao dessas proteinas durante o estresse biotico, mas as proprias alteragcoes metabdlicas
decorrentes do ataque de patégenos podem gerar estimulos indutores muito parecidos aos
encontrados nas vias de estresse abiotico (BARCALA et al.,2008).

Dada a diversificacao funcional das sHSPs, essas proteinas sao tidas como alvo ideal para a
geracao de variedades agricolas tolerantes a condi¢oes de estresses abiodticos e bidticos. Isso
€ especialmente importante na cultura da soja se considerarmos sua ampla distribuicao. Até o
momento, uma unica sHSP de soja cuja expressao varia entre plantas resistentes e suscetiveis
a M. javanica foi identificada (FUGANTI et al., 2010) mas, certamente, a caracterizagao da
familia de GmHSPs devera auxiliar na identificagcao de outros candidatos potenciais para o
desenvolvimento de cultivares mais produtivas em condi¢coes desfavoraveis. Neste sentido,

o presente trabalho pretendeu fazer uma caracterizagao in silico das regides codificadoras

e reguladoras das sHSPs de soja e identificar padroes de cis elementos potencialmente
envolvidos na resposta a nematodides.

Material e Métodos

As small HSPs de soja foram identificadas no banco de dados Superfamily e através das
ferramentas blastn e tblastn contra o genoma da soja. O software Mega 4.0 foi utilizado na
construcao da arvore filogenética pelo método neighbor-joining. Para as predi¢coes de dominios
e localizagao subcelular foram utilizados os softwares MEME, PROSITE, PSORT, PREDOTAR,
TargetP.

Foram consideradas até 1000pb upstream ao sitio de inicio da transcricao na busca por cis
elementos no PlantCare e PLACE. Os elementos HSE foram encontrados apenas em dois
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modelos génicos nas buscas feitas no PLACE e em todos os glymas quando a busca foi
realizada no PlantCare. Assim, sua caracterizacao foi feita pela analise dos 500pb upstream no
software MEME. O software FrameWorker foi utilizado para buscar por modelos combinatorios
de cis elementos comuns entre as sHSP de soja e por modelos possivelmente relacionados a
inducao por nematdides. Nesta ultima analise foram utilizados genes previamente relatados

como importantes em soja em resposta a nematoides.

Resultados e Discussao

As buscas por GmsHSP resultaram em 26 modelos génicos nao redundantes que foram
utilizado s nas analises da regiao peptidica (Tabela 1). As sHSP de soja estao organizadas em

14 dos 20 cromossomos sendo os cromossomos 7, 13 e 8 os que apresentam maior numero

de genes sHSP (Tabela 1). Todas as sHSP dos cromossomos 7 e 13 estao filogeneticamente
reunidas em um clado o que pode evidenciar a ocorréncia de eventos de duplicacao e/ou
diploidizacao (Figura 1). De forma semelhante as sHSP do cromossomo 8 formaram um clado
especifico na arvore filogenética. A anélise filogenética sugere também que os genes para sHSP
nos cromossomos 10 e 20 tenham tido como ancestral comum o cromossomo 16.

Glyma07g32030.1
Glyma07g32110.1
Glyma13g24460.1
Glyma07932090.1
Glyma07g32070.1
Glyma13g24440.1
Glyma13g24480.1
Glyma07g32050.1
Glyma13g24490.1
Glyma13g24510.1

Glyma08g07340.1
A@maE)BgO?SGGJ
Glyma08g07350.1
Glyma04g38530.1
_gmaoag1s490.1

Glyma05g14850.1
Glyma01g26570.1
Glyma02g42000.1

Glyma14g06900.1

Glyma02g08400.1

Glyma14g06910.1

— Glyma11g14250.1

L Glyma12g06210.1
Glyma16g33130.1

_|: Glyma10g32000.1
Glyma20g35650.1

—
0.05

Figura 1. Anélise filogenética dos glymas a partir da
sequencia peptidica pelo programa MEGA 4.0.

Quando alinhadas as regioes
codificadoras dos 26 glymas

para sHSPs foi encontrada uma
homologia de 40%, principalmente
evidenciada na regiao C terminal
das sequéncias. Nesta regiao foi
identificada a ocorréncia de uma
sequéncia conservada de 100
aminoacidos definida como dominio
ACD (MEME/MAST) com p-value
minimo de 7,62e-42. Os demais
softwares utilizados para predicao
de dominios e localizagao celular
identificaram 21 glymas como
provaveis proteinas citoplasmaticas
e 4 como proteinas organelares
(Tabela 1).

Dois glymas (Glyma04g14850 e
Glyma07g32090) foram excluidos
das analises dos cis elementos
presentes nas sHSP de soja por
nao apresentarem as regioes
5'UTR e promotora no phytozome.
Foi identificada a ocorréncia do
promotor TATAbox presente até
-30 bases do sitio de inicio da
transcricao em todas as sHSP. Entre
os cis elementos identificados nas

sHSP de soja que respondem a estresse bidtico (Tab. 1) estao os Wbox/WRKY conhecidamente
importantes na inducao de genes de defesa via elicitor e os CAAT box recentemente
relacionados ao aumento da expressao de sHSPs em raizes infectadas com nematoides. Os
dominios HSE foram identificados pelo MEME/MAST (e value < 0.001) em repeticoes de 1 a



36 Embrapa Soja. Documentos, 328

3 por sequéncia em 16 glymas apenas com e value < 0.001 (Tab. 1). Alguns glymas possuem
um dominio HSE distante até 80 bases do sitio de inicio da transcricao, o que pode sugerir
funcao para esses genes na resposta a infeccao com nematdides ja que o mesmo padrao foi
evidenciado para sHSP de girassol responsivas a este estresse.

Tabela 1. Caracterizacao do Glymas quanto a posicdo cromoss6mica, localizacdao na célula, presenca e
posicdo de dominios.

Dominio Nucleos

Glymas  Posicdo cromossomica ACD Localizagcdo HSEs Posicédo Dominio TA-rich CAAT/CCAAT Wbox/WRKY
01926570 35.047.848 a 35.048.596  Sim Citoplasma 1A (-70a -41) . (-379/-335/-282/-212/-112/-16) _
02908400  6..593.674 a 6.595.430 Sim Citoplasma - N o (-491/-302/--122) -
02942000 47.097.366 a 47.098.060 Sim Citoplasma 2B (-65a-51) e (-125a-111) . (-475/-470/-450/-302/-293/-161/-88) (-266)
04938530 44.921.535 a 44.922.271 Sim Citoplasma 2A (-67a-38) e (-101a-72) L (-491/-302/-122) L
05914850 16.152.742 a 16.153.776 Sim plastideos /mitocondrias o _ L o o
06916490 12.926.962 a 12.927.793 Sim Citoplasma 1A (-62a-33) _ (-359/-231/-156) (-398/-174/-173/-44/-172/-43)
07932030 36.962.519 a 36.963.220 Sim Citoplasma 1A (-116a-87) _ (-303/-180) _
07932050 36.977.969 a 36.978.814 Sim Citoplasma 1Ae 1B (-62a-33) e (-120a -106) _ (-444) _
07932070 36.987.613 a 36.988.240 Sim Citoplasma 2A (-29a0) e (-61a-32) L (-403/-204) _
07932090 36.995.756 a 36.996.604  Sim Citoplasma o - - o o
07932110 37.000.908 a 37.001.669 Sim Citoplasma 1A (-47 a-18) _ L (-218)
08g07330 5.260.106 a 5.260.914 Sim Citoplasma 1Ae 1B (-65a-36) e (-147 a-133) _ _ (-309/-308)
08907340 5.263.766 a 5.264.591 Sim Citoplasma 1Ae 2B (-67a-38) e (-136a-122) e (-187 a -173) _ (-314/-277/-240/-221/-190) _
08g07350 5.268.144 a 5.269.164 Sim Citoplasma 2B (-33a-19) e (-84a-70) _ (-349/--137/-118/-108/-87) _
10932000 40.472.306a 40.473.244  Sim  cloroplastos/mitocondrias 2A (-77a-48) e (-227 a -198) -31a-5 (-372/-255) (-409/-248/-408/-259)
11914250 10.224.962 a 10.225.801 Sim plastideos /mitocondrias 1A (-49a -20) L (-442/-280/-249/-44) _
12906210  4.235.504 a 4.236.356 Sim Citoplasma - . o (-161/-132/-30) .
13924440 27.839.030a 27.840.066  Sim Citoplasma o _ _ (-496/-306/-217) _
13924460 27.847.751 a 27.848.553 Sim Citoplasma 2Ae 1B (-32a-3) e (-64a-35) e (-441 a-427) -199a 183 (-422/-71) (-7)
13924480 27.853.841 a 27.854.840 Sim Citoplasma L _ . (-485/-484/-463/-335/-248) (-484/-379)
13924490 27.862.859 a 27.863.745 Sim Citoplasma 1Ae 1B (-61a-32) e (-119a -105) _ (-263) (-466/-439/-333)
13924510 27.869.587 a 27.870.386 Sim Citoplasma 1A (-66 a -37) _ (-479/-158) (-401/-345)
14906900  5.086.252 a 5.086.956 Sim Citoplasma 3B (-61a-47) e (-125a-111) e (-187 a-173) _ (-495/-379/-220/-178) (-291)
14906910 5.087.964 a 5.088.623 Sim Citoplasma 3A (-100a-71) e (-165a-136) e (-224 a -195) _ (-240/-76/-58) (-73)
16933130 36.161.1342 36.161.989  Sim plastideos/mitocondrias  2Ae 1B (-152a-123) e (-201a-172) e (-248 a -234) o (-398/-273) o
20g35650 43.885.724 a 43.886.516 Sim plastideos/mitocéndrias 1A (-215a-186) (-23)

Nucleos HSEs: (A)=HSE | e (B)=HSE II.

Entre as sHSP de soja foram encontradas regioes ricas em TA nas posicoes -31 e -199 dos
glymas Glyma10g32000, (TA)13, e Glyma13g24460, (TA) respectivamente; os quais sao
induzidos em raizes de plantas de soja infectadas com nematdides (FUGANTI et al., 2010;
KANDOTH et al., 2011). Apenas 13 sequéncias de 24 avaliadas foram incluidas no modelo com
um unico elemento HSE distante até -300pb (p-value 1,67e-8). Este resultado corrobora com a
analise realizada pelo MEME, demonstrando haver variagao no posicionamento dos elementos
HSE entre as GmsHSP. O modelo formado sugere a ocorréncia de 3 padroes distintos entre as
sHSP, um formado pelo glyma 01926570, outro formado pelos glymas 13924510, 08g07350,
08907330, e o ultimo formado pelos glymas 06916490, 07932070, 07932110, 16933130,
20935650, 08907340, 10932000 e 13924460 (para os glymas sublinhados ha evidéncia de
inducgao por estresse com nematoides).

Conclusoes

As analises in silico sugerem que as sHSP de soja sejam representadas por 26 genes localizados
em 14 cromossomos. Todas as sequéncias avaliadas sao anotadas como sHSPs, mas os
resultados obtidos sugerem que possivelmente alguns desses genes sejam proteinas com
dominio ACD que nao fazem parte da familia de sHSPs. Apenas 16 dos 26 genes analisados
possuem ao menos um elemento HSE, mas ensaios experimentais sao fundamentais para a
avaliacao da resposta desses genes ao “heat shock”. As sHSP de soja responsivas ao estresse
de infeccao por nematoides apresentam o padrao especifico de disposicao de elementos HSE,
CAATbox e Wbox previamente reportado para genes de sHSP de outras espécies.
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