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JOAQUIM, Pamela Isaely De Lima. Prospeccéao In Silico e avaliacdo da expressao
de genes associados ao teor de proteinaem graos de soja. 2021. 74 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Estadual De Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A soja € a principal fonte de proteina vegetal para producédo de racdo animal. Mas
para ser utilizada para tal finalidade, o teor de proteina minimo do grao deve atingir
no minimo 35%. Do ponto de vista genético, o que se observa é que ao longo dos
anos ha uma reducdo no teor de proteina do grdo de soja. Assim, em algumas
situacdes, esse teor minimo ndo é alcancado. Entender os mecanismos genéticos
envolvidos no controle dessa caracteristica pode ser (til para o desenho de
estratégias biotecnoldgicas que visem 0 aumento do teor de proteina no gréo de soja.
Dessa forma, este trabalho visa identificar genes que possam estar associados ao
teor de proteina dos graos de soja. O enfoque do trabalho foi voltado a identificar os
transportadores de compostos nitrogenados que atuem especialmente em sementes
inteiras, tegumento e legume. Os resultados do transcriptoma foram validados por
meio de PCR em tempo real, nas cultivares BRS 232 e BRS 284, com alto e baixo
teor de proteina, respectivamente. Foram encontrados 76 genes transportadores de
compostos nitrogenados em trés bibliotecas de RNA-Seq. A partir das analises in silico
dos transcriptomas, foram selecionads sete genes, validados por RT-gPCR nas fases
de 25-100mg, 100-200mg e 400-500mg. Em relacao a cultivar de calibracédo BRS 284,
€ possivel observar que apenas os genes AAP7, AVT3, CAT9 e UMAMIT25
apresentam-se up-regulados, em todas fases de desenvolvimento da semente, na
cultivar de maior teor proteico (BRS 232). Em legume, 0s Unicos genes que se
apresentaram superexpresso em duas fases, foram o gene CAT9 e o0 gene
UMAMIT25. O gene CAT9 apresentou up-regulacdo nas fases de 25-100mg e 100-
200mg. O gene UMAMIT25 apresentou up-regulacdo em legume de 100-200mg e
250-450mg. A superexpresséo dos genes UMAMIT25 e CAT9, em futuros estudos,
podem acarretar na solucéo da correlacdo negativa entre proteina e produtividade.

Palavras-chave: Glycine max; teor proteico; transportadores de compostos
nitrogenados; RNA-Seq.



JOAQUIM, Pamela Isaely De Lima. In silico prospection and evaluation of the gene
expression associated to protein content in soybeans. 2021. 74 p. Dissertation
(Master Degree — Biotechnology) - Universidade Estadual De Londrina, Londrina,
2021.

ABSTRACT

Soybean grain is the main plant source of protein for animal food. But, to be used for
that, soybeans need to have at least 35% of protein. Regarding soybean genetic,
throughout the years the soybean protein content has been reduced, as the
productivity increases.Thus, in some situations, soybean grains have not this minimum
protein content. To understand the genetic mechanism involved in grain protein
content may be useful to develop biotechnology strategies to increase this
characteristic. Therefore, the aim of this work was to identify genes that may be
associated to protein content of soybean grain. The work focused in identify carriers of
nitrogen compounds that act especially on whole seeds, tegument and pods. The
results of the transcriptome were validated by real-time PCR, in cultivars BRS 232 and
BRS 284, with high and low protein content, respectively. 76 carrying nitrogenous
compounds genes were found in three RNA-Seq libraries. Based on transcriptomes in
silico analyzes, seven genes were selected, validated by RT-gPCR in the stages of
25-100mg, 100-200mg and 400-500mg. Regarding the BRS 284 calibration cultivar, it
IS possible to observe that only the AAP7, AVT3, CAT9 and UMAMIT25 genes are up-
regulated at all stages of seed development in the cultivar with the highest protein
content (BRS 232). In pods, only the genes CAT9 and UMAMIT25 were overexpressed
in two phases. The CAT9 gene was up-regulation in the 25-100mg and 100-200mg
stages. While, the UMAMIT25 gene exibited up-regulation in 100-200mg and 250-
450mg pods. Overexpression of the UMAMIT25 and CAT9 genes, in further studies,
may result in the solution of the negative correlation between protein and yield.

Keywords: Glycine max; protein content; nitrogen compounds transporters; RNA-Seq.
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1. INTRODUCAO

A soja € uma cultura de fundamental importancia socio-econémica em
nivel global (Conab, 2020). No Brasil, € a principal commodity produzida e
exportada, representando 48% da producéo total de graos (Conab, 2019). O Pais
produz em torno de 124,8 milhdes de toneladas em uma area aproximada de 37
milhdes de hectares, ficando em primeiro lugar no ranking de produgao mundial
do gréo, tendo como principais estados produtores, Mato Grosso, Parana e
Goias (Conab, 2020).

Por apresentar proteina qualitativamente equivalente a proteina animal, é
amplamente utilizada em forma de farelo para industria de racédo animal (Pipolo;
Mandarino, 2016; Gazzoni, 2018). A producdo de racdo animal é estimada em
pouco mais de um bilhdo de toneladas por ano, movimentando ativamente a
economia mundial (IFIF, 2019), porém para ser utilizada para este fim, o farelo
deve conter um teor de proteina minimo de 46%, segundo a ANEC-71 (Pipolo et
al., 2015), teor requerido para a alimentacao animal (Willis 2003; Patil et al.,
2017).

O teor de proteina minimo exigido pela industria moageira de soja € de
pelo menos 35% nos gréos para atingir o minimo exigido no farelo (Willis 2003;
Patil et al., 2017). O contetdo de proteina nos graos de soja geralmente atendia
aos padrdes industriais, mas ao longo dos anos, em algumas situacdes devido
as alteracdes genéticas promovida pelo melhoramento genético da cultura, a
indUstria moageira tem encontrado dificuldade em obter grdos que atendam ao
padrao proteico estabelecido (Pathan, 2013). Na tentativa de alcancar o teor de
proteina adequado, utiliza-se a estratégia de remover o tegumento da semente.
Esta etapa a mais no processamento da soja aumenta consideravelmente os
custos do processamento (Pipolo et al., 2015).

Linhas de soja com até 41,28% de proteina sao encontradas em cultivares
brasileiras (Mandarino et al., 2019), mas essas linhas com alto teor de proteina
no grao sdo caracterizados por um nimero menor de sementes por planta e
consequentemente menor produtividade (Medic; Atkinson; Hurburgh, 2014).

Um dos maiores problemas para o melhoramento genético dessa
caracteristica é a correlacdo negativa entre rendimento de gréos e teor de

proteina (Pathan et al., 2013). Na maioria das situa¢bes, o melhoramento
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genético na cultura da soja busca o desenvolvimento de cultivares mais
produtivas, resultando em plantas com menores teores proteicos (Pathan et al.,
2013). Estudos realizados em um periodo de 10 anos, entre 1994 e 2004,
mostraram que enquanto havia o aumento da produtividade em 10,9
kg/hectare/ano, o teor proteico decresceu 0,1% neste periodo (Brumm; Hurburgh
2006; Pathan, 2013). Segundo Pipolo et al. (2015), devido ao desempenho no
aumento da produtividade da cultura a tendéncia € aumentar ainda mais a queda
dos teores de proteina ao longo dos anos.

Na tentativa de evitar essa redugdo no teor proteico entender o0s
mecanismos envolvidos na producao, transporte e armazenamento de proteinas
no grao pode auxiliar como ferramenta para geracdo de cultivares elite que
apresentem alto teor proteico no grédo e que sejam ao mesmo tempo produtivas.
Uma possibilidade é prospectar genes envolvidos na sintese de proteina no gréo,
utilizando ferramentas como RNA-Seq, que vem sendo amplamente utilizadas
para estudar a nivel transcricional, genes fundamentais a planta para melhorar
tais fenotipos (Mardis, 2008; Michalak et al., 2016). Entre os genes que podem
estar envolvidos no aumento do teor de proteina no grdo encontram-se 0s
transportadores de compostos nitrogenados (TCNs) como aminodacidos e
ureideos (Ohyama, 1984; Ohyama, 2013), uma vez que na soja ha uma alta
demanda de nitrogénio para obtencdo de adequada produtividade e graos com
valor consideravel de proteinas (produtividade de 3.500 kg ha' com teor de
proteina no grdo de 40%, necessita de aproximadamente 224 kg ha? de N)
(Hungria et al., 2012).

O aumento da disponibilidade de N para parte aérea, aumenta o teor de
proteina das sementes (Fabre; Planchon, 2012). Trabalhos prévios em planta
modelo mostram que a superexpressdo de alguns TCNs gera o aumento do
transporte do N, aumentando também a produtividade (Carter; Tegeder, 2016;
Besnard et al. 2018). No trabalho de Carter e Tegeder (2016), a superexpressao
do gene UPS1 Ureide permease 1(UPS1) em Arabidopsis thaliana gerou um
aumento em 36% no rendimento geral das sementes. Besnard et al., (2018),
também em Arabidopsis, perceberam aumento no niumero de sementes apo6s

superexpressarem o TCN UMAMIT25.
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O avanco no conhecimento acerca dos mecanismos moleculares, através
dos quais esses transportadores atuam, especialmente durante a formacéo e
enchimento do gréo, sera util no desenho de estratégias biotecnologicas que
visem a obtencdo de cultivares de soja com maior capacidade de sintese de
proteinas de reserva resultando em gréos de alto teor de proteina e plantas de
alta produtividade.

Diante disso, o0 objetivo deste trabalho € identificar por meio de estudos
de transcriptoma, genes envolvidos no processo de transporte de aminoacidos
e ureideos nas sementes de soja e tecidos adjacentes, a fim de selecionar alvos
promissores para o melhoramento genético da cultura através de ferramentas de

edicao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merr.) € uma leguminosa dicotiledénea da familia
Fabaceae, originaria da asia (Bellieny-rabelo, 2016), sendo atualmente cultivada
em diversas partes do mundo (Nyoki; Ndakidemi; Baltazari et al., 2019). E uma
espécie autdgama de ciclo anual que apresenta ampla adaptagdo a climas
tropicais e subtropicais (Sediyama, 2009; Borém; Miranda; Fritsche-Neto, 2017).
Os principais estadios de desenvolvimento da cultura podem ser divididos em
vegetativos (V) e reprodutivos (R) e podem ser observados na Figura 1. O
primeiro € denominado VE (emergéncia), o segundo é denominado VC
(cotiledonar), este representa o estadio em que os cotilédones se encontram
completamente expandidos (Fehr; Caviness, 1977; Wright; Lenssen, 2013).
Apods o VC, o desenvolvimento vegetativo pode ser dividido de acordo com o
namero de trifolios espandidos de V1 a VN (Fehr; Caviness, 1977; Wright;
Lenssen, 2013). Os estagios reprodutivos sao divididos em: R1 (Inicio da
floracdo); R2 (plena floracdo); R3 (desenvolvimento das vagens); R4 (vagem
completa); R5 (Desenvolvimento de sementes); R6 (Sementes cheias); R7
(inicio da maturacao); R8 (maturacdo completa) (Wright; Lenssen, 2013; Nyoki;
Ndakidemi; Baltazari et al., 2019).

Figura 1- Principais estadios fenoldgicos da cultura da soja (Perdigao et al.,
2019).

Por se tratar de uma leguminosa, uma das caracteristicas mais
importantes da cultura € a capacidade de sua raiz interagir com bactérias
simbidticas (rizobia), otimizando a captacdo de nitrogénio, nutriente muito

utilizado pela planta para seu crescimento, desenvolvimento e enchimento do
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grao (Oldroyd; Downie, 2008).

2.2. IMPORTANCIA ECONOMICA

A producéo de soja esté entre as atividades econémicas que apresentam
maior crescimento nas ultimas décadas, devido a fatores como desenvolvimento
tecnoldgico e comercializagdes internacionais (Ainsworth et al., 2012). E uma
das principais commodities mundiais, com producdo em mais de 60 paises, de
suma importancia para a alimentacdo animal e humana (Conab, 2019). Nos
altimos trinta anos o grao passou a ser um dos mais produzidos e consumidos
(Conab, 2019). Os principais produtores sao Brasil, Estados Unidos e Argentina,
gue juntos sdo responsaveis por 80% de sua producédo (Ainsworth et al., 2012).
A producdo mundial gira em torno de 362 milhdes de toneladas, destes
aproximadamente 124,8 milhdes séo referentes a producdo brasileira, o que
deixa o pais na primeira posicdo no ranking de producdo mundial do grdo
(Conab, 2020).

O mercado da soja brasileira atende duas demandas, a exportacéo do
grao inteiro e do grao esmagado, de onde obtém-se dois subprodutos, o 6leo e
o farelo de soja (Lemos et al., 2017). Em 2019, do total de exportacbes de soja,
80,76% foram em forma de gréos inteiros, 18,10% de farelo e 1,14% de 6leo
(Abiove, 2020). O Brasil € o quarto maior produtor mundial de farelo e o principal
consumidor, pois internamente consome cerca de 52.8% do que produz (Lemos
et al., 2017). Por se tratar da principal fonte de proteina vegetal atende
demandas crescentes na producdo de racBes animais (Hirakuri; Lazzarotto,
2014; Bellieny-Rabelo, 2016;). Como um todo, o mercado da soja gerou ao Pais
ganhos de 34,78 bilhGes de dolares com exportacdo, no ano de 2019 (Conab,
2019). Devido sua forte participacdo na economia brasileira com foco na industria
alimenticia, o desenvolvimento de cultivares com caracteristicas melhoradas,
como elevados teores proteicos, podem agregar maior valor comercial aos
produtos a base de soja e impulsionar ainda mais o mercado internacional
(Fukui; Lopes, 2013).
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2.3. COMPOSICAO DO GRAO E DIFERENTES USOS

A soja é considerada a principal fonte de proteina vegetal pois apresenta
como componente proteina ricas em diversos aminoacidos essenciais, fazendo
com que ela seja uma das importante matéria prima para producdo de farelo
para racdo animal destinada a frangos, suinos e bovinos, respondendo por mais
de 80% da proteina bruta deste produto (Pipolo; Mandarino, 2016). Além disso,
a soja também é rica em O6leo e componentes antioxidantes, isoflavonas,
fosfolipidios, amino&cidos essenciais, vitaminas e minerais (Hirakuri; Lazzarotto,
2014; Pipolo; Mandarino, 2016).

Embora a variacdo na composicdo quimica dos grdos da soja seja
influenciada pela genética das cultivares, esta também sofre forte influéncia
ambiental (Sales et al., 2016). Na Figura 2 é possivel visualizar a composi¢ao
média do grdo de soja, no qual aproximadamente 40,3% é de proteina, 33,9%
de carboidratos, 21% de Oleo e 4,9% de cinzas (representado por residuais
inorganicos) (Pipolo; Mandarino, 2016). Ainda, percebe-se uma correlacéo
positiva entre Oleo e produtividade, que sdo duas caracteristicas que possui
correlacdo negativa com o teor proteico (Pipolo; Mandarino, 2016). Em um
levantamento mais recente realizado pela Embrapa, considerando 863 amostras
de grdos coletadas nas diversas regides produtoras de soja do Pais, observou-
se que o teor médio de proteina foi de 36.88%, com valor minimo observado de
28,65% e maximo de 41,28% (Mandarino et al., 2019).

O mercado mundial absorve 86% da producdo brasileira para
processamento industrial, 7% para alimentacdo humana, e 7% para producéo de
sementes (De Oliveira Junior et al, 2018). Na soja utilizada como semente o teor
proteico € importante para o processo germinativo e desempenho no campo,
pois influéncia no metabolismo, na quantidade e qualidade de reservas, sendo
utilizados no desenvolvimento do embrido e assim no vigor da plantula (Barbieri
et al, 2013).
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= Proteina = Carboidrato Oleo Cinzas

Figura 2 - Composicdo média dos grdos de soja (Pipolo, Mandarino, 2016,

adaptado pelo autor).

Em relacdo a soja destinada a gréaos, 80% € encaminhado as industrias
de alimentacdo animal, os outros 20% sao utlizados na industria oléica,
(Goncalves; Yada, 2019), de cosmeéticos, farmacéutica, tintas, biodiesel,
emulsificante, alimentacdo humana (Fontes, 2020). O parametro utilizado para
classificacdo de soja grado € sua composi¢cao quimica, principalmente quanto ao
teor de proteina e 6leo (Gongalves; Yada, 2019).

Quanto mais alto for o teor de proteinas nos graos, melhor sera para a
producédo de farelos com teores de proteina minimos exigidos pela legislacdo e
menor o custo de producédo (Pipolo et al., 2015). O teor de proteina minimo para
farelos destinados a alimentacdo animal € 46%, caso este ndo seja alcancado a
indUstria tera que realizar o descasque dos graos, este é o principal motivo do
aumento do custo no processamento do farelo (Willis 2003; Patil et al., 2017;
Mandarino et al., 2019).

Segundo dados da Abrasem (2016), o foco principal dos produtores de
soja é voltado para producdo de grdos. Na Tabela 1 é possivel observar os
valores de producéo de sementes e graos no Brasil, em mil toneladas, entre as
safras de 2008/09 a 2017/18. De acordo com dados de levantamento realizado
pela Embrapa Soja, a partir de amostras representativas de todas as regides do

Brasil, em cultivares brasileiras o teor médio de proteina dos gréo de soja gira
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em torno de 36,86% e para amostras designadas a sementes 37,6%. Essa
diferenca observada entre o teor de proteinas de grdos e de sementes de soja
pode ser atribuida ao manejo, tendo em vista que lavoras destinadas a producao
de sementes preconizam a qualidade, e com isso adotam um manejo mais
criterioso. Nos gréos, embora o teor médio observado atenda aos parametros
minimos requeridos, é importante destacar que muitas das amostras analisadas
apresentram valores bem inferiores, sendo que o minimo observado foi de
31,59% (Mandarino et al., 2019).

Tabela 1- Producédo de sementes e soja em gréo no Brasil na safra de 2008/09

a safra de 2017/18 em mil toneladas

ANO SOJA SEMENTE SOJA GRAO

2008/09 1.290 57.165
2009/10 1.560 68.688
2010/11 1.592 75.324
2011/12 2.293 66.383
2012/13 2.149 81.499
2013/14 1.776 86.120
2014/15 1.984 96.228
2015/16 2.561 95.434
2016/17 2.385 114.075
2017/18 3.069 119.281

Fonte: Abrasem, 2019; Conab, 2020, adaptado pelo autor.

2.4. ACUMULO DE PROTEINA NO GRAO DE SOJA

Os graos de soja sdo compostos por trés compartimentos: 1. Tegumento:
envoltorio que protege a semente, este corresponde a 8% do total do gréo; 2.
Cotilédones: servem como reservas alimentares para a planta em crescimento
durante a germinacdo, e representam 90% da estrutura do grdo; 3. Eixo
embrionario: composto pelo hipocétilo e epicétilo, responsaveis pelo crescimento
e emergéncia acima da superficie do solo, e pela radicula, que se tornara
posteriormente a raiz, representando 2% do total do grao (Guleria et al., 2019).

A concentracdo de proteinas no cotilédone gira em torno de 43%,
enguanto no eixo embrionario e tegumento € de aproximadamente 41% e 9%

respectivamente, estes teores proteicos variam de acordo com o gendtipo e o
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ambiente de cultivo (Medic; Atkinson; Hurburgh, 2014). A Figura 3 ilustra o
tegumento, o cotilédone e o eixo embrionario (epicaétilo, hipocdétilo e radicula) de

um grao de soja.

' Epicotilo o RN ey
y» ».\Y/ S Cotilédone

/ \ \
Eixo ‘ \\
Embrionario \ | ‘

Hipocétilo
Tegumento

Radicula

Figura 3 - Representacao ilustrativa de compartimentos de um gréo de soja
(Medic; Atkinson; Hurburgh, 2014, adaptado pelo autor).

A soja apresenta variabilidade genética para o teor de proteina no gréo,
sendo possivel encontrar acessos que apresentam teores muito altos com até
57,9% de proteina (base de peso seco), porém, que geram um baixo nimero de
sementes o que limita a sua utilizacdo (Medic; Atkinson; Hurburgh, 2014). A nivel
mundial, a média proteica do grdo de soja € de 40% em peso seco (Mello Filho
et al., 2004), porém, nas cultivares brasileiras utilizadas atualmente, os teores
giram em torno de 37%, néo sendo raras situacdes em que teores ficam abaixo
do minimo de 35% preconizado pela industria moageira (Pipolo et al., 2015;
Mandarino et al., 2019).

Proteinas sollveis em agua, como exemplo as albuminas, podem ser
processadas e utilizadas em alimentos de soja tradicionais (Yu et al., 2016), além
de possuirem excelente capacidade de processamento na fabricacdo de
alimentos, como emulsificante, gelificante e capacidade de retencdo de agua
(Chen et al., 2014). Porém, a maior parte das proteinas de soja, denominadas
globulinas, s&o insoliveis em agua, mas solivel em solu¢cdes salinas
(Damodaran; Parkin, 2018).

Cerca de 90% das proteinas da soja sao representadas por globulinas do
tipo glicinina e B-conglicinina (11S e 7S) (Murphy, 2008; Medic,; Atkinson;
Hurburgh, 2014). Estes tipos de proteina sdo consumidas pela planta

rapidamente durante a germinacdo, sendo reconstituidas posteriormente
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durante a captacdo de nutrientes (Takahashi et al., 2003). As proteinas podem
desempenhar papéis fisiologicos como defesa, transporte de agua e solutos,
divisdo celular, defesa durante o estresse hidrico; atuacdo no metabolismo e
sintese de outras proteinas (Zhang et al., 2013; Xu et al., 2015).

Para industria de alimentacdo animal, as proteinas tem a finalidade de
fornecer quantidades significativas de aminoacidos (AAs) essenciais e nao
essenciais (AAs) (Patil et al., 2017). AAs essenciais (20% do grao) sao aqueles
que ndo podem ser sintetizados em animais e desempenham papel crucial nos
processos metabolicos (Panthee et al., 2006). A Tabela 2, mostra a composicéo
meédia de proteinas de soja quanto a aminoacidos essenciais e ndo essenciais e

suas respectivas porcentagens (Patil et al., 2017).

Tabela 2- Porcentagem de aminodcidos essenciais e nao essenciais na

composicdo das proteinas de soja.

Aminoacidos % em proteina  Aminoacidos néo % em proteina
essenciais de soja essenciais de soja
Metionina 1 Cistina 3
Triptofano 1 Tirosina 4
Histidina 3 Alanina 4
Treonina 4 Glicina 4
Valina 4 Serina 5
Isoleucina 5 Prolina 5
Fenilalanina 6 Acido Aspartico 7
Lisina 7 Arginina 8
Leucina 8 Acido glutamico 19

Fonte: Patil et al., 2017, adaptado pelo autor.

Pela importancia dos AAs no conteudo final de proteinas, alguns trabalhos
relacionados ao seu acumulo durante o desenvolvimento de graos vém sendo
realizados. Li et al. (2015), combinaram tecnologias de analises metabolémicas,
transcriptbmicas para revelar as redes metabdlicas que determinam a estrutura
e composicao do grao durante seu desenvolvimento. No periodo de 25 dias apos
o florescimento (DAF), os AA mais abundantes sdo, a asparagina, histidina,
glutamina, glutamato, lisina, aspartato e serina. Estes AA apresentam padréao
decrescente até o periodo de 50 DAF. Embora os niveis desses AA tenham

diminuido, o glutamato, lisina e aspartato foram os aminoacidos livres mais



22

abundantes no periodo de 50 DAF. O acumulo de alguns aminoacidos (incluindo
asparagina, glutamato, serina, isoleucina, tirosina, metionina, prolina, valina e
particularmente alanina) atingiu o pico aos 30 DAF, enquanto a lisina, aspartato,
fenilalanina, leucina, isoleucina e metionina tiveram um pico pequeno aos 45
DAF.

Os AAs asparagina e glutamina sdo de extrema importancia, pois
possuem funcdes de transporte de nitrogénio na biossintese de outros
aminoacidos, que irdo compor as proteinas posteriormente e devido a essa
funcdo, o aumento desses aminodacidos tem correlacdo positiva com o teor de
proteina (Pandurangan et al., 2012).

Durante os primeiros dias do desenvolvimento do gréo séo sintetizadas
proteinas que vao atuar em funcdes metabdlicas que decrescem a partir de 22
DAF, ap0s este periodo inicia-se a sintese de proteinas de armazenamento
como glicinina e B-conglicinina (Saldivar et al., 2011). Menos de 5% da proteina
total da semente madura sdo acumuladas em 12 DAF (Saldivar et al., 2011). Em
aproximadamente 25 dias apos a floracdo, a composicdo de proteina nas
sementes € apenas 30% da proteina total na semente madura, e entdo em cerca
de 40 a 64 DAF os 70% do total de proteinas sado sintetizadas (Saldivar et al.,
2011). Para que se possa aumentar a qualidade e capacidade de
armazenamento proteico no grdo é crucial o entendimento dos fatores que
influenciam neste processo, estes podem ser de origem ambiental, nutricional e
genético (Schmidt et al., 2011; Assefa et al., 2019).

2.5. FATORES QUE INFLUENCIAM NO TEOR DE PROTEINA

2.5.1 Fatores ambientais

A composicdo proteica da semente, conta com a interacdo gendtipo x
ambiente (Patil et al., 2017; Assefa et al., 2019). Por esse motivo, diferentes
cultivares e lotes de uma mesma cultivar podem variar quanto a composicao
quimica devido ao cultivo em diferentes condicbes ambientais, com potenciais
reflexos sobre a qualidade fisiolégica das sementes e grdos (Delarmelino-

Ferraresi; Villela; Aumonde, 2014). Neste contexto, a composi¢cdo quimica da
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proteina pode ser afetada por fatores biéticos e abibticos, como exemplo, a data
de semeadura; temperaturas; condicbes hidricas e estacdo de cultivo e
armazenagem (Song et al., 2016). Porém, a contribuicdo de cada fator para a
composicdo e o rendimento das sementes ndo € bem elucidada (Assefa et al.,
2019).

A associacdo com algumas praticas, como rotacdo de culturas e
impactos mistos de alguns fatores, como plantio direto, tratamento de sementes,
aplicacdo de nutrientes foliares e fungicidas, também podem alterar a
composicdo quimica das sementes (Assefa et al., 2019). Assim, as mesmas
variedades de soja podem variar na composicdo quimica do grao ao longo dos
anos ou em diferentes ambientes no mesmo ano (Song et al., 2016).

Um exemplo sobre a mudanca na composi¢cdo da semente em relacao
ao ambiente, foi relatada por Bellaloui et al. (2015), que realizaram um trabalho
avaliando metabdlitos neste tecido, incluindo teor de proteinas em época de
semeadura. O plantio precoce resultou em menores concentracdes de proteina
enguanto o plantio tardio resultou em maiores, deixando claro que semeaduras
em diferentes datas podem conferir diferencas na concentracdo de metabdlitos
nas plantas (Bellaloui et al. 2015).

Outro trabalho enfocando o efeito do ambiente na composi¢cdo quimica
do gréo foi realizado por Mertz-Henning et al. (2017). Estes pesquisadores
realizaram um estudo com inducdo de déficit hidrico em soja, durante os
periodos vegetativos e reprodutivos, e analisaram seu efeito sobre o rendimento
e no teor proteico do grédo. Foi observado que, quando induzido em estadio
reprodutivo, o teor de proteinas foi aumentado com o estresse hidrico na maioria
dos genotipos utilizados, porém acarretando a diminuicao significativa no 6leo e
na produtividade. Esse aumento possivelmente esta correlacionado com a
sintese de novas proteinas, além das de armazenamento, que estédo
relacionadas a protecdo contra a seca, com a posterior reducdo no teor de
proteinas devido a sua hidrolise e degradacdo (Mertz-Henning et al., 2017).
Estes trabalhos mostram que a composicdo dos grédos e sementes de soja
podem ser fortemente afetados por diversas condi¢cdes a qual a planta mée é

submetida, especialmente durante o periodo de enchimento das sementes,
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quando ocorre 0 acumulo de componentes quimicos (Carrera et al., 2009,
Carrera et al., 2011).

2.5.2 Fatores Nutricionais

O teor de nutrientes na planta materna também é importante para o teor
proteico nos graos, pois 0s nutrientes absorvidos podem interferir na assimilacéo
de outros, além de ativar ou diminuir a expressdo de genes que atuam na
captacdo dos compostos assimilados pelos graos (Gu et al., 2010). Deficiéncia
de macronutrientes como o fosforo e potassio, podem resultar em menor
producdo de flores e de vagens, além de diminuir o fluxo de metabdlitos de
formacdo de diversos tipos de proteinas. Micronutrientes, principalmente
cobalto, boro e molibdénio, sdo importantes pela sua influéncia na fixacéo
simbidtica de nitrogénio na soja (Ceretta et al., 2005).

O macronutriente que mais influéncia no teor proteico em leguminosas é
o nitrogénio (N), pois € constituinte de acidos nucléicos, aminoacidos,
nucleotideos, coenzimas, vitaminas, alguns hormoénios e clorofila (Epstein,
1999). Altas demandas de N sdo necessérias para obtencdo de altos
rendimentos de sementes e altos teores de proteinas nos graos, uma lavoura
com produtividade de 3.500 kg ha' com teor de proteina no grdo de 40%
necessita para formacéo de grdos aproximadamente 224 kg ha' de N (Hungria
et al., 2012).

Embora, o N seja encontrado abundantemente na atmosfera, este
apresenta-se em sua forma estavel (N2), que € quimicamente inerte e inviavel
para absorcao e utilizacdo pela planta. Para se tornar assimilavel € necessaria a
reducdo do N2 atmosférico em N-amoniacal, processo viabilizado pela Fixacéo
Bioldgica do Nitrogénio (FBN) (Alcantara; Reis, 2008). Devido a alta capacidade
de associacdo simbidtica da soja com bactérias dos géneros Rhyzobium,
Bradyrhizobium, Azorizhobium, Photorizhobium, Sinorizhobium, eleva a
capacidade de suprir sua necessidade nutricional deste macronutriente (Taiz;
Zieger, 2009).

Na soja, apos a fixacdo de N2, a amobnia € finalmente reduzida em

aminoacidos e em compostos nitrogenados denominados ureideos (alantoina e
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acido alantoico) (Carter; Tegeder, 2016), estes representam as principais formas
de transporte de N a longa distancia (Carter; Tegeder, 2016). Deve-se considerar
como parte do processo da formacéo de ureideos, a primeira etapa do processo
de FBN, momento em que a raiz excreta flavonéides para reconhecimento das
bactérias enddfitas, estas que irdo colonizar as células vegetais formando os
nodulos (Baral; Teixeira Da Silva; 1zaguirre-Mayoral, 2016).

Os nodulos radiculares internos possuem morfologia caracterizada por
possuir anatomia composta por um nucleo central de células rizobialmente
infectadas e ndo infectadas (Downie, 2014). Apos a infec¢édo de algumas células
vegetais pelo bacteridide, a planta hospedeira fornece carbono e nitrogénio, que
sao translocados pelo floema a partir da parte aérea, como fonte de energia para
o crescimento do nodulo, e durante o crescimento e manutencdo do tecido
nodular, ocorre a reducao de N2 em NHs4* (Schubert, 1986), no interior dos
enddfitos que estdo nas células nodulares infectadas (Ohyama et al., 2013,
Figura 4).

A maior parte do N fixado é imediatamente exportada do bacteréide para
o citosol da planta e assimilada pela via glutamina sintetase (GS) / glutamato
sintase (GOGAT) em varios aminod&cidos por transaminacédo do glutamato. Este
é transformado em glutamina e se move para a mitocbndria e para 0s
plasmideos, onde sintetiza a purina, passando pela via da biossintese e
degradacéao de purinas em xantina (Collier; Tegeder, 2012, Figura 4).

A xantina € liberada no citosol, e difunde-se de células de nodulos
infectadas para nédo infectadas (Tegeder, 2014), entdo é oxidada em acido urico
(Collier; Tegeder, 2012), que é convertido nos peroxissomos em alantoina. O
acido alantoico é produzido no reticulo endoplasmatico a partir da alantoina
(Collier; Tegeder, 2012).
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Figura 4 — Sintese de ureideos a partir da fixacdo biolégica do nitrogénio nas

raizes de soja (Proprio autor).

Para alcancar o principal sistema vascular de uma leguminosa, 0s
ureideos devem se mover intercelularmente por todo o interior do periciclo do
cortex, endoderme e parénquima das raizes noduladas (Tegeder, 2014).
Quando os ureideos comecam a se acumular nas células ndo infectadas do
nédulo, eles sao carregados para o sistema vascular do xilema e sé&o
transportados aos caules e peciolos até as folhas e posteriormente pelo floema
para as vagens e sementes (Ohyama et al., 2013).

Os ureideos (alantoina e acido alant6ico) representam aproximadamente
90% do total de N transportados no xilema de leguminosas tropicais fixadoras de
N2 (Raso et al., 2007). O acido alantdico quando alcancam orgdos superiores
como as folhas e sementes, sofre catdlise e libera amonio, que entra na via de
assimilacdo do nitrogénio, por meio do sistema GS/GOGAT, liberando
aminoéacidos e gerando um ciclo. Eles podem ser armazenados em grandes
guantidades em diferentes 6rgaos vegetais (Figura 4) (Baral; teixeira Da Silva;
Izaguirre-Mayoral, 2016).

Durante o enchimento das sementes, Thomas e Schrades (1981)
observaram que o acido alantéico se acumula nas vagens durante o inicio do

enchimento de sementes. As concentracdes totais de ureia e acido alantoico foi
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maior em vagens do que em sementes em todas as fases de seu
desenvolvimento, porém com o inicio da senescéncia houve diminuicdo nas
concentracbes de &cido alantdico em vagens. Em complemento, Ohyama
(1984), observou que os ureideos derivados do N2 fixado pelos nddulos
radiculares, sdo transportados diretamente para as vagens e utilizados no
desenvolvimento de sementes, além de serem utilizados para a sintese de
proteinas foliares.

Além dos ureideos, cerca de 10% dos aminoacidos também s&o
responsaveis pelo transporte de N em soja, e auxiliando no aumento do teor de
proteinas em leguminosas. Quando o composto para formacéo de proteina entra
em forma direta de aminoacido, a asparagina € dominante no cotilédone em
desenvolvimento, representando até 50% do total de aminoéacidos livres
(Hernandez-Sebastia et al., 2005).

2.5.3 Fatores Genéticos

Mesmo sofrendo influéncia ambiental e nutricional, o teor de proteina da
semente de soja € uma caracteristica herdada quantitativamente e controlada
por muitos genes e reguladores (Patil et al., 2017). Os genes das proteinas das
sementes séo regulados temporalmente durante a embriogénese, podendo ser
ativados ou reprimidos na planta madura. Além disso, sdo frequentemente
expressos em diferentes niveis no cotilédone e eixo embrionério (Perez-Grau;
Goldberg, 1989).

No trabalho de Jones, Gonzalez e Vodkin (2010) foi realizada a analise do
transcriptoma de sementes de soja durante seu desenvolvimento, cobrindo os
diferentes estagios de formacdo da semente. A partir destes dados, esses
autores observaram que os genes envolvidos com as principais proteinas de
armazenamento de sementes de soja, tem seus niveis de expressao aumentado
significativamente entre a fase de 100-200mg e a fase de 400-500 mg em que a
semente comeca amarelar. A glicinina, teve o pico de expressao na fase de 100-
200mg e a conglicinina teve seu nivel de expressao mais alto na fase em que a
semente atinge seu peso fresco maximo (400-500 mg).

Jones e Vodkin (2013), realizaram uma analise transcricional via RNA-
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Seq, de sementes de soja de dias apos a fertilizacdo até a maturidade sementes,
observaram que os niveis de proteinas de armazenamento tiveram maiores
expressdes em cotilédones com 100-200mg e 400-500mg, comparados as
outras fases de desenvolvimento da semente. Estas fases podem permitir um
melhor entendimento da questdo genética envolvida no enchimento de graos,
enfocando na compreencéao de genes relacionados a transporte de aminoacidos
e ureideos (Schmdit et al., 2011).

Na Tabela 3, estdo descritos alguns trabalhos de prospeccéo de genes
relacionados com o transporte de compostos nitrogenados, na espécie modelo
Arabidopsis thaliana e em Glycine max. Em arabidopsis, Miller et al. (2015)
estudaram os genes da familia UmamiT (Usually Multiple Acids Move In and out
Transporter). Ao verificar a localizacdo subcelular de UmamiT 14, UmamiT 11,
UmamiT 29 e UmamiT 28, descobriram que todas elas atuam principalmente na
membrana plasmatica. Essas familias transportam aminoacidos em toda a
planta. As familias Umamit 28 e Umamit 29, foram sugeridas como de maior
atuacdo em sementes. Mutantes com a perda da funcdo desses genes
resultaram em sementes menores e com maior acumulo de aminoacidos nos
frutos (Tabela 3).

Membros adicionais dessa mesma familia foram estudados por Besnard
et al. (2018). Esses autores mostraram que os membros UmamiT 24 e UmamiT
25 também atuam na transferéncia de aminoacidos para as sementes em
desenvolvimento, sendo o UmamiT 24 expresso principalmente na calaza e
localizado no tonoplasmo, enquanto o UmamiT 25 é localizado na membrana
plasmatica e expresso nas células do endosperma. Esses autores sugerem que
o UmamiT 24 promove um armazenamento temporario dos aminoacidos na
calaza, jA o UmamiT 25 mediaria a exportacdo de aminoacidos das células do
endosperma, disponibilizando-os para importagdo pelo embrido em
desenvolvimento.

Em soja, Cheng et al. (2016), identificaram 189 genes da familia AAT
(Transportadores de aminoacidos) e os classificaram em 12 subfamilias distintas
com base em sua composicdo de sequéncias e posicdes filogenéticas: 1.
transportadores de aminoacidos catidnicos (CAT), 2. exportadores H + de

poliamina (PHS), 3. aminoacido /colina (ACT), 4. transportadores de aminoacido
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(TTP), 5. transportadores de aminoacidos (ATLa), 6. transportadores de
aminoacidos (ATLb), 7. transportadores de aminoacidos neutros e aromaticos
(ANT), 8. transportadores de auxina (AUX), 9. aminoacido permease (AAP), 10.
transportadores de acido c- aminobutirico (GAT), 11. transportador de prolina
(proT), 12. transportadores de lisina/histidina (LHT). Estes autores também
analisaram as distribuicbes cromossémicas, estruturas génicas, padroes de
duplicacao, filogenia, padrbes de expresséao de tecidos desses 189 AAT na soja.
Descobriram que um grande numero de genes AAT na soja foi expandido via
duplicacdo. Além disso, analises dos perfis de expressédo desses genes em soja,
em varios estagios de desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, mostraram
padrdes de expressao distintos entre os diferentes tecidos.

Ainda em soja, Patil et al. (2017), realizaram um extenso trabalho de
revisao, incluindo informacgdes sobre diversos estudos de mapeamento de QTLsS
(locus de caracteristicas quantitativas) e de estudos de mapeamento associativo,
0s gquais identificaram regibes gendmicas associadas ao teor de proteina em
soja. Por meio da andlise dessas regifes identificadas foram encontrados

diversos genes associados ao transporte de aminoacidos e ureideos (Tabela 3).

Tabela 3 - Transportadores de aminoacidos e ureideos em Arabidopsis e soja.

Espécie de

origem Gene ID Wm82.a2.vl Anotacao Referéncia
Arabidopsis At2G39510 Glyma.19G173800 EamA-like transporter Mdller, 2015

Soja Glyma02g12980 Glyma.02G116400 Ureide permease Carter; tegeder, 2012; 2016
Soja Glyma02g19430 Glyma.02G160900 Amino acid transporter Cheng et al., 2016
Soja Glyma05g02790 Glyma.05G043100 Amino acid transporter Cheng et al., 2016
Soja Glyma05g11410 Glyma.05G089200 solute carrier family 7 Cheng et al., 2016
Soja Glyma08g11960 Glyma.08G113400 Amino acid transporter Cheng et al., 2016
Soja Glyma08g44940 Glyma.08G336600 Amino acid transporter Cheng et al., 2016
Soja Glyma09g01230 Glyma.09G009500 Cationic amino acid transporter 8 Cheng et al., 2016
Soja Glyma09g05580 Glyma.09G050600 Cationic amino acid transporter 5 Cheng et al., 2016
Soja Glyma09g34750 Glyma.09G214300 Polyamine transporter Cheng et al., 2016
Soja Glyma09g37700 Glyma.09G242000 Cationic amino acid transporter 9 Cheng et al., 2016
Soja Glymal0g41560 Glyma.10G269700 Amini acid permeasse BAT Cheng et al., 2016
Soja Glymal3g31880 Glyma.13G245000 Lysine Histidine transporter 8 Cheng et al., 2016
Soja Glymal4g22120 Glyma.14G144700 Amino acid transporter Cheng et al., 2016
Soja Glymal4g24370 Glyma.14G153500 Amino acid permeasse 3 Cheng et al., 2016
Soja Glymal5g07440 Glyma.15G068700 Lysine Histidine transporter 8 Cheng et al., 2016
Soja Glymal6g04050 Glyma.16G036300 solute carrier family 7 Cheng et al., 2016
Soja Glymal7g26590 Glyma.17G192000 Amino acid permeasse 1 Cheng et al., 2016
Soja Glymal7g32240 Glyma.17G212800 Amino acid permeasse 7 Cheng et al., 2016
Soja Glymal8g06650 Glyma.18G059300 Transmembrane aa transporter Cheng et al., 2016
Soja Glymal8g42640 Glyma.18G198400 Auxin transporter 1 Cheng et al., 2016
Soja Glymal9g29440 Glyma.19G116400 solute carrier family 7 Cheng et al., 2016
Soja Glymal9g39060 Glyma.19G203200 Aromatic and neutral transporter ~ Cheng et al., 2016

Fonte: Préprio autor.
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2.6. FERRAMENTAS DA BIOTECNOLOGIA PARA AUMENTO DO TEOR DE PROTEINA DA SOJA

O mercado de sementes de soja é estimado em R$ 3,7 bilh6es, com
mais de 1.300 cultivares, das quais mais da metade sdo geneticamente
modificadas. Estima-se que 95,7% da soja plantada na safra 2019/2020 no
Brasil, sejam geneticamente modificadas (Céleres, 2019), o que demonstra a
importancia das ferramentas biotecnolégicas no melhoramento genético da
cultura e langamento de cultivares elite no mercado, a maioria resistentes a
herbicidas (Isaaa, 2018). Os avancos na biotecnologia viabilizaram o
mapeamento do genoma de varias espécies de plantas, possibilitando a
identificacdo de genes com caracteristicas fundamentais ao seu
desenvolvimento e produtividade, tornando possivel manipula-los afim de
melhorar suas caracteristicas genéticas via ferramentas biotecnoldgicas
(Michalak et al., 2016).

Uma das maiores dificuldades encontradas nos programas de
melhoramento da soja € aumentar o conteudo de proteinas sem diminuir o
rendimento no campo (Torres, 2015). Por este motivo, pesquisadores em todo
mundo vém realizando pesquisas afim de gerar cultivares que apresentem
ambas as caracteristica e por meio de melhoramento genético classico,
conseguiram gerar linhagens de soja (TN03-350 e TN04-5321) com teor elevado
de proteinas (43,1% a 43,9%) sem sacrificar o rendimento das sementes
(Panthee; Pantalone, 2006; Medic; Atkinson; Hurburgh, 2014). Isso sugere, que
apesar de ndo estar ainda elucidada as causas da correlacdo negativa entre a
producdo de sementes e a contetudo proteico, isso podera ser superado no
futuro, a partir de novos estudos sobre os mecanismos de sintese, transporte e
armazenamento de proteinas na semente de soja (Medic; Atkinson; Hurburgh,
2014).

Para tal, estudos a nivel genémico e transcricional vém sendo cada vez
mais utilizados para entender os mecanismos envolvidos nesses processos
(Mardis, 2008). Entre as ferramentas biotecnologicas para analise transcricional
mais utilizadas estd 0 RNA-Seq (Mardis, 2008). Essa técnica se baseia no uso
do sequenciamento de nova geracdao (NGS) para revelar a presenca e a

guantidade de genes diferencialmente expressos em um determinado momento
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e/ou condicao (Mardis, 2008; Michalak et al., 2016).

Na Tabela 4, estdo presentes genes com validacao de funcao através de
ferramentas da biotecnologia, que podem indicar familias génicas promissoras
para identificacdo de novos genes candidatos a transportadores de aminoacidos
e ureideos. Em soja, Collier e Tegeder (2012), a partir da familia UPS1 (ureideo
sintase) identificada anteriormente em feijao (Phaseolus vulgaris), encontraram
o ortélogo dessa familia em soja, para demonstrar as funcfes de duas proteinas
de soja GmUPS1-1 (XP_003516366) e GmUPS1-2 (XP_003518768) como
atuantes no transporte de alantoina e acido alantoico para fora do nédulo. Ainda
nesse trabalho os autores realizaram estudos de localizacdo subcelular e
silenciamento génico através de RNA-interferente (RNAi). Os resultados
mostraram que ambos o0s transportadores se localizaram na membrana
plasmatica, células do cortex dos nédulos e na endoderme vascular. A repressao
dos genes, levou a um acumulo de ureideos e a uma menor exportacao de
nitrogénio nas raizes e na parte aérea, além de afetar negativamente o
desenvolvimento de nddulos, a fixacdo de nitrogénio e o metabolismo dos
nodulos. O estudo no entanto ndo avaliou a influéncia desse gene na
concentracdo de proteina no grao.

Carter e Tegeder (2016), superexpressaram um transportador UPS1 de
feijdo comum, nas células do cortex e da endoderme dos nédulos de soja,
resultando aumento no tranporte de N dos nddulos para a parte aérea e aumento
na producgéo de sementes. Além disso, houve aumento no nimero de nodulos e
na fixacdo simbidtica de N2 (Tabela 4).

Wang et al. (2019), obtiveram dois mutantes com transportadores de
lisina/histidina em arroz (Oryza sativa) (OsLHT1), usando a tecnologia de edi¢c&o
do genoma CRISPR / Cas9. O silenciamento do OsLHT1 inibiu o crescimento da
raiz e da parte aérea do arroz, reduzindo assim significativamente o rendimento
de grédos. A andlise RT-gPCR indicou que o OsLHT1 foi expresso em varios
orgaos de arroz, incluindo raiz, caule, folha bandeira, bainha de folha bandeira e
panicula jovem. A expressao transiente no protoplasto de arroz, sugeriu que o
OsLHT1 foi localizado na membrana plasmatica, o que € consistente com sua

func@o como transportador de aminoéacidos (Tabela 4).
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Yang, Stierhof e Ludewig (2015), silenciaram através da insercéo de T-
DNA, o transportador de aminoacidos catiénicos 9 (CAT9), que realiza transporte
de aminoacidos como glutamina e glutamato. Além disso, realizaram estudos de
localizagao intracelular. O gene se encontra expresso principalmente em
membranas vesiculares que estdo envolvidas no trafego vacuolar, e realiza o
transporte dos aminoéacidos principalmente para fora do vacuolo das células. Ao
silenciar o CAT9, houve diminuicdo no teor total de aminoacidos soluveis
presentes nas folhas, o que pode interferir no teor de aminoacidos nas sementes
(Tabela 4).

A prospeccdao e validacdo de genes envolvidos no transporte e acumulo
de proteina no grdo sem afetar a produtividade torna-se fundamental (Lu et al.,
2012), pois sdo poucas as variedades de soja que apresentam ambas as
caracteristicas sendo este um grande gargalo dos programas de melhoramento
genético (Willis 2003; Patil et al., 2017). Além disso, o farelo e o 6leo de soja
comercializados, tanto no mercado externo como no interno, devem atender as
especificacdes contratuais de exportacdo (vide ANEC - Associacdo Nacional dos
Exportadores de Cereais) e comercializagao interna (vide MAPA - Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento, Portaria 795). Se ndo foram geradas
cultivares com maiores teores proteicos a Unica solucdo para atingir este
percentual € pela retirada do tegumento dos gréos, aumentando custos de

producédo (Pipolo et al., 2015).
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Gene Code Gene ID Anotacéo Validagéo Fenotipo Referéncias
Superexpressdo aumentou transporte de ureideos
Glyma01g07120 / Glyma.01G058500/ ) . Superexpressao; Silenciamento para fora dos nédulos, enquanto a represséo diminuiu )
Ureide permease (Ureide_permease) | ) 5 3 Collier; Tegeder, 2012
Glyma02g12970 Glyma.02G116300 através de RNAI exportacédo de N para parte aérea.
Glyma02g12980 Glyma.02G116400 Ureide permease (Ureide_permease) Superexpressao Aumento da entrega de N na parte aérea Carter; Tegeder, 2016
) ) Mutante  Crispr/Cas9 para Inibicdo do crescimento de raiz e parte aérea Wang et al., 2019
Glymal6g06750 Glyma.16G062600 Amino acid transporter ) )
silenciamento do gene
Aumento da transferéncia de aminoacidos durante o
_ ) . desenvolvimento de sementes no revestimento e
At1G25270 Glyma.08G182500 EamA-like transporter family (EamA)  Superexpressao; Besnard et al., 2019
calaza das sementes; Nocaute de genes causou
diminuicao de genes durante Embriogénese
Glymal0g41560 Glyma.10G269700 Yang; Stierhof; Ludewig,

AMINO-ACID PERMEASE BAT1

Silenciamento

Diminuigédo do teor de aminoacidos em folhas

2015

Fonte: Préprio autor
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar por meio de ferramentas in silico e validagéo in vivo genes

associados ao transporte de compostos nitrogenados em soja e que contribuem

para o aumento no teor de proteina nos graos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar genes cadidatos a transportar aminodcidos e ureideos em soja,
a partir de informacdes da literatura e bancos de dados de espécies
modelo;

Avaliar a expressdo desses genes em bibliotecas de transcriptoma
(RNAseq) de graos e legumes de soja;

Validar os genes selecionados na fase de 25-100mg, 100-200mg e 400-
500mg com expressdes acima de 40 TPM obtidos no RNAseq, por meio
de experimento in vivo através de PCR em tempo real, em genétipos de
soja que apresentam alto (BRS 232) e baixo (BRS 284) teor de proteina
no grao;

Correlacionar os niveis de expressdo desses tranportadores ao fenotipo
das cultivares com alto (BRS 232) e baixo (BRS 284) teor de proteina no
grao;

Indicar os genes mais promissores para serem utilizados em estratégias
futuras por meio da engenharia genética e que visem o desenvolvimento

de gendtipos de soja com maior teor de proteina no grao.
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ARTIGO 1: PROSPECGCAO IN SILICO E AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE GENES
ASSOCIADOS AO TEOR DE PROTEINA EM GRAOS DE SOJA

Resumo

A soja é a principal fonte de proteina vegetal para producédo de racdo animal. Mas para que possa
ser utilizada para tal finalidade, o teor de proteina minimo do gréo deve ser de 35%, viabilizando a producéo
de farelo com o minimo de 46% de proteina. Em algumas situacdes, esse teor ndo é alcancado. Com o
aumento da produtividade alcangado através do melhoramento genético, ha reducao no teor proteico. Os
motivos dessa correlagdo negativa ainda permanecem desconhecidos. Para solucionar esse viés, torna-se
fundamental entender o processo de producéo, transporte e armazenamento de proteina na semente da soja.
Para identificar genes associados a essas fungdes foi realizada a andlise de 3 datasets de bibliotecas de
RNA-Seq independentes, contendo informagdes transcricionais de tegumento, sementes em
desenvolvimento, semente madura e legumes de soja. A partir destes dados, foi possivel quantificar 55.589
genes, destes foram identificados 76 TCNs presentes no genoma de soja e Arabidopsis. Estes 76 genes
foram divididos em dois grupos. O primeiro contendo 50 TCNs com altos niveis de expressdo em transcritos
por milhdo-TPM (>40) nas bibliotecas referentes aos estadios de maior sintese de proteinas reserva (100-
200mg e/ou 400-500mg) e 26 TCNs com baixo nivel de expressdo (menor que 40 TPM) nestas fases. A
partir dos 50 transportadores de alta contagem foram selecionados sete genes (UMAMIT25, CAT9, BATL,
AVT3, UPS2, LHT1, AAP7) para validacdo via RT-qPCR, em sementes de BRS 232 e BRS 284, com alto
e baixo teor de proteina respectivamente. Em relacdo a cultivar de calibracdo BRS 284, € possivel observar
que apenas 0s genes AAP7, AVT3, CAT9 e UMAMIT25 apresentam-se up-regulados em todas fases de
desenvolvimento da semente na cultivar de maior teor proteico (BRS 232). Em legume, os (nicos genes
que se apresentaram superexpresso em duas fases foram o gene CAT9 e 0 gene UMAMIT25. O gene CAT9
apresentou up-regulagdo nas fases de 25-100mg e 100-200mg. O gene UMAMIT25 apresentou up-
regulacdo em legume de 100-200mg e 250-450mg. A superexpressdo dos genes UMAMIT25 e CAT9 em
futuros estudos, podem acarretar na solucéo da correlagéo negativa entre proteina e produtividade.

Palavras-chave: Glycine max, transportadores de compostos nitrogenados, RNA-Seq.
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PAPER 1: In silico prospection and evaluation of the gene expression associated to protein content in
soybeans.

ABSTRACT

Soybean grain is the main plant source of protein for animal food. But, to be used for that, soybeans need to have
at least 35% of protein, making feasible a soybean meal with at least 46% of protein. However, in some situations,
this content is not achieved. With the increase in productivity achieved through genetic improvement, there is a
reduction in protein content. The reasons of this negative correlation remain unknown. To solve this bias, the
understand of production process, transport and storage of protein in grain is essential. Based on this knowledge,
it is possible to prospect and manipulate genes that may contribute to this negative correlation. In order to identify
genes associated and their functions, 3 datasets of independent RNA-Seq libraries containing the transcription
information about seed coat, seed development, mature seed and soybean pods were analysed. In these datasets
were found 55,589 genes, of which 76 TCNs were identified in genomes of soybean and Arabidopsis. These 76
genes were divided in two groups. The first containing 50 TCNs with high levels of transcripts per million - TPM
(>40) in libraries from higher protein storage (100-200mg and/or 400-500mg) and 26 TCNs with low expression
level (less than 40) in those phases. Considering the 50 transporters with higher counts, seven genes (UMAMIT25,
CAT9, BATL, AVT3, UPS2, LHT1, AAPT) were selected for validation via RT-qPCR, in seeds of BRS 232 and
BRS 284, with high and low protein content respectively. Regarding the BRS 284 calibration cultivar, it is possible
to observe that only the AAP7, AVT3, CAT9 and UMAMIT25 genes are up-regulated at all stages of seed
development in the cultivar with the highest protein content (BRS 232). In pods, only the genes CAT9 and
UMAMIT25 were overexpressed in two phases. The CAT9 gene was up-regulation in the 25-100mg and 100-
200mg stages. While, the UMAMIT25 gene exibited up-regulation in 100-200mg and 250-450mg pods.
Overexpression of the UMAMIT25 and CAT9 genes, in further studies, may result in the solution of the negative
correlation between protein and yield.
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Introducao

A soja é uma cultura de fundamental importancia sécio-econdémica em nivel global (Conab, 2019; Conab,
2020). No Brasil, é a principal commodity produzida e exportada, representando 48% da producdo total de gréos
(Conab, 2019). O Pais produz em torno de 124,8 milhdes de toneladas em uma area aproximada de 37 milhdes de
hectares, ficando em primeiro lugar no ranking de produg¢&o mundial do grdo (Conab, 2020), tendo como principais
estados produtores, Mato Grosso, Parana e Goias (Conab, 2020).

Por apresentar proteina qualitativamente equivalente a proteina animal, ¢ amplamente utilizada em forma
de farelo para industria de racdo animal (Pipolo; Mandarino, 2016; Gazzoni, 2018). A producdo de racdo animal é
estimada em pouco mais de um bilhao de toneladas por ano, movimentando ativamente a economia mundial (IFIF,
2019), porém para ser utilizada para este fim, o farelo deve conter um teor de proteina minimo de 46%, segundo a
ANEC-71 (Pipolo et al., 2015).

O teor de proteina minimo exigido pela industria moageira de soja é de 35% nos gréos para atingir o
minimo de 46% exigido no farelo (PATIL et al., 2017). O conteido de proteina nos grdos da soja geralmente
atendia aos padrdes industriais, porém ao longo dos anos, em parte devido as alteracdes genéticas promovidas pelo
melhoramento genético da cultura, a indlstria moageira tem encontrado dificuldade em obter graos que atendam
ao padrdo proteico estabelecido (Pipolo et al., 2015). Na tentativa de alcangar o teor de proteina adequado, utiliza-
se a estratégia de remover o tegumento da semente, entretanto, esta etapa a mais no processamento da soja aumenta
consideravelmente os custos do processamento (Pathan, 2013; Pipolo et al., 2015).

Linhas de soja com com o minimo de (Medic; Atkinson; Hurburgh, 2014), mas as linhas de alta proteina
sdo caracterizados por um nimero menor de sementes por planta (Rotundo et al., 2009; Medic; Atkinson;
Hurburgh, 2014).

Por este motivo, um dos maiores problemas enfrentados neste nicho é a correlagdo negativa entre
rendimento de grdos e teor de proteina (Pathan et al., 2013). Isso resulta da agcdo do programa de melhoramento
genético na cultura da soja que ao longo dos anos busca o desenvolvimento de cultivares mais produtivas,
resultando em plantas com menores teores proteicos Pathan et al., 2013). Estudos realizados em um periodo de
10 anos, entre 1994 e 2004, mostraram que o teor proteico decresceu 0,1% neste periodo conforme o aumento de
produtividade era alcan¢ado (Brumm; Hurburgh 2006; Pathan, 2013). Segundo Pipolo et al. (2015), devido ao
desempenho no aumento da produtividade da cultura a tendéncia é aumentar ainda mais a queda dos teores de
proteina ao longo dos anos.

Na tentativa de evitar a perda de teor proteico, entender os mecanismos envolvidos na producéo,
transporte e armazenamento de proteinas no grdo pode auxiliar como ferramenta para geracao de cultivares elite
que apresentem alto teor proteico no gréo e que sejam ao mesmo tempo produtivas (Michalak et al., 2016). Uma
possibilidade é prospectar genes envolvidos na sintese de proteina no grdo (Mardis, 2008). Para tal, ferramentas
como RNA-Seq vem sendo amplamente utilizadas para estudar a nivel transcricional, genes fundamentais a planta
para melhorar tais fendtipos (Mardis, 2008; Michalak et al., 2016). Entre os genes que podem estar envolvidos no
aumento do teor de proteina no grdo encontram-se 0s transportadores de compostos nitrogenados (TCNs) como
aminoéacidos e ureideos (Ohyama, 1984), uma vez que em soja ha uma alta demanda de nitrogénio para obtencéo
de produtividade e graos com valor consideravel de proteinas, por exemplo para uma produtividade de 3,500kg
ha! com teor de proteina no grdo de 40%, necessita-se de aproximadamente 224 kg ha* de N) (Hungria et al.,
2012).



46

O aumento da disponibilidade de N para parte aérea, aumenta o teor de proteina das sementes (Fabre;
Planchon, 2012). Trabalhos prévios em planta modelo (Arabidopsis thaliana) mostram que a superexpressao de
alguns TCNs gera o aumento do transporte do N, aumentando também a produtividade (Carter e Tegeder, 2016;
Besnard et al. 2018). No trabalho de Carter e Tegeder (2016), a superexpressdo do gene UPS1 (Ureide permease
1) em Arabidopsis thaliana gerou um aumento em 36% no rendimento geral das sementes. Besnard et al., 2018,
também em Arabidopsis, perceberam aumento no nimero de sementes apGs superexpressarem o0 TCN
UMAMIT25.

O avanco no conhecimento acerca dos mecanismos moleculares, através dos quais esses transportadores
atuam, especialmente durante a formacao e enchimento do gréo, sera Util no desenho de estratégias biotecnoldgicas
gue visem a obtencdo de cultivares de soja com maior capacidade de sintese de proteinas de reserva resultando em
grdos de alto teor de proteina e plantas de alta produtividade. Diante disso, esse trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de identificar por meio de estudos de transcriptoma, genes envolvidos no processo de transporte de
aminoacidos e ureideos nas sementes de soja, a fim de selecionar alvos promissores para 0 melhoramento genético

da cultura através de ferramentas de edig&o.

Material e Métodos

Identificacdo de genes candidatos a transportadores de compostos nitrogenados expressos em sementes de soja

Os genes selecionados foram obtidos a partir de 3 datasets de bibliotecas de RNA-Seq independentes,
cujas caracteristicas quanto a plataforma de sequenciamento utilizada, tipo e tamanho dos reads, estdo descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacdo das Bibliotecas de RNA-Seq utilizadas para a obtencdo de genes alvos, a partir de contagens em transcritos por milhdo-TPM. A. Dataset 1. Bibliotecas
de RNA-Seq de sementes em desenvolvimento e tegumento disponibilizadas no banco de dados SRA do NCBI através do bioprojeto PRINA184365 (Jones e Vodkin, 2013).
B. Dataset 2. Bibliotecas de RNA-Seq geradas pela Embrapa Soja a partir de 3 genotipos de soja (BRS MG715, DM 6563 e BRS 413RR) com teores variados de proteina em

estadio de maturagdo plena. C. Dataset 3. Bibliotecas de RNA-Seq geradas pela Embrapa Soja em legumes de soja (BR16).

A. Dataset 1 Plataforma Tipo Tamanhodo Read Data  Tecido Estagio
SRX212252 [llumina Genome Analyzer 11 Single-end 40-75 2015  Cotilédone 100-200mg peso fresco
SRX212246 [llumina Genome Analyzer 11 Paired-end 80-142 2015  Semente inteira 12-14 dias apos o florescimento
SRX212244 [llumina Genome Analyzer 11 Paired-end 80-142 2015  Semente inteira 4 apos o florescimento
SRX212254 Illumina Genome Analyzer 11 Paired-end 40-130 2015  Cotilédone 400-500mg peso fresco
SRX212250 Illumina Genome Analyzer 11 Paired-end 80-142 2015  Semente inteira 5-6mg peso fresco
SRX212256 Illumina Genome Analyzer Il Paired-end 40-130 2015  Semente inteira Semente madura
SRX212253 Illumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2013 Cotilédone 100-200mg peso fresco
SRX212247 Illumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2013  Semente inteira 12-14 dias ap6s o florescimento
SRX212249 Illumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2013  Semente inteira 22-24 dias ap0s o florescimento
SRX212248 Illumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2015  Semente inteira 22-24 dias ap0s o florescimento
SRX212245 [llumina HiSeq 2000 Single-end 40-100 2013  Semente inteira 4 dias ap0s o florescimento
SRX212255 [llumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2013  Cotilédone 400-500mg peso fresco
SRX212251 [llumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2013  Semente inteira 5-6mg peso fresco
SRX212258 [llumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2015  Cotilédone 5-6mg peso fresco
SRX212259 Illumina HiSeq 2000 Single-end 40-75 2015  Tegumento 5-6mg peso fresco
SRX212257 Illumina HiSeq 2000 Single-end 40-100 2013 Semente inteira Semente madura
B. Dataset 2 Plataforma Tipo Tamanho Data  Tecido Estagio
51 - BRS413RR Illumina Novaseq 6000 Paired-end 40-75 2019  Semente inteira Semente madura
53-BRS 413 RR Illumina Novaseq 6000 Paired-end 40-75 2019  Semente inteira Semente madura
62 - DM 6563 Illumina Novaseq 6000 Paired-end 40-75 2019  Semente inteira Semente madura
63 - DM 6563 Illumina Novaseq 6000 Paired-end 40-75 2019  Semente inteira Semente madura
81 - BRS MG75 Illumina Novaseq 6000 Paired-end 40-75 2019  Semente inteira Semente madura
82 - BRS MG75 I1lumina Novaseq 6000 Paired-end 40-75 2019  Semente inteira Semente madura
C. Dataset 3 Plataforma Tipo Size Data  Tecido Estagio

Illumina NextSeq 500 Paired-end 40-130 2017  Legume R4
L Illumina NextSeq 500 Paired-end 40-130 2017  Legume R4

egumes Illumina NextSeq 500 Paired-end  40-130 2017 Legume R4
Illumina NextSeq 500 Paired-end 40-130 2017  Legume R4
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Pipeline para anélise das bibliotecas de RNA-Seq

A qualidade dos fragmentos antes e apds a limpeza foi realizada pelo software FastQC versao 0.11.5
(Patel; Jain 2012; Andrews et al. 2017). Apés a limpeza, foram resgatados apenas fragmentos com tamanho > 40
pb contendo Phred Score>20 através do software Trimommatic versdo 0.36. Ap6s o resgate de fragmentos com
alta qualidade, os reads foram alinhados sobre o0 genoma de soja versdo Wm82.a2.v1 através do software Hisat2
versdo 2.1.0, com recuperacdo apenas de fragmentos contendo alinhamento Unico (KIM et al. 2015). O genoma
de referéncia e sua anotacdo  foram  obtidos do banco de dados  Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!linfo?alias=Org_Gmax). Os artefatos de PCR foram removidos
pelo software Samtools rmdup versdo 1.5 (Li et al. 2009). O mapeamento e normalizagdo entre as bibliotecas em

TPM foi realizada pelo software Stringtie versao 1.3.3 (Pertea et al., 2015).

Selecdo de genes candidatos a transportadores de compostos nitrogenados (TCNs)

A identificac@o desses genes foi a partir de dados da literatura, em artigos que caracterizam familias de
transportadores em Arabidopsis thaliana (MUller et al., 2015) e em soja (Cheng et al., 2016; Patil et al., 2017;
Zhou et al., 2020), buscando representar as principais familias de TCNs (Amino acid transporter - CAT, Lysine
histidine transporter - LHT, Aminoacid permeasse - AAP, UMAMIT — Usually multiple acids move in and out
transporters , Bidirectional amino acid transporter - BAT, Ureide permease - UPS, Aminoacid vacuolar
transporter - AVT) (Fujiki et al., 2017; Zhou et al., 2020), que passaram por validagéo prévia quanto a funcao,
tendo como critério apresentar alta expressdo (TPM >40) (Pomaznoy et al., 2019), em pelo menos uma das
bibliotecas de RNA-Seq referente ao estadio 100-200mg e 400-500mg, fases em que ha maior acimulo de proteina
reserva no grdo (Jones e Vodkin, 2013). A partir dos genes identificados nas bibliotecas de RNAseq, foram
selecionados oito genes para serem validados por meio de PCR em tempo real, em sementes de soja de cultivares

com variagdo no teor de proteina no gréo.

Caracterizacéo in silico dos genes alvos selecionados para validacdo via RT-qPCR

Foi realizada a caracterizacdo dos genes quanto ao nimero de transcritos e copias em soja e ortdlogos em
Arabidopsis thaliana (TAIR10) através do banco de dados phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/) e do
software Persephone (https://persephonesoft.com/). Para tal, os genomas TAIR10, W82.a2.v1 e W82.a4.v1 foram
utilizados como referéncia. Apenas genes contidos nas duas versdes de montagem e anotagdo do genoma de soja
foram considerados, a fim de evitar selecionar genes provenientes de erros de sequenciamento. As analises
filogenéticas foram realizadas a partir de sequéncias proteicas pelo software Itol (https:/itol.embl.de/upload.cgi),
como alinhador foi utilizado o software Muscle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). A andlise de dominios
proteicos foi realizada pelo software MotifScan (https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan) e o banco de dados
Ensemble (https://www.ensembl.org/index.html). Os heatmaps foram gerados a partir do software ClustVis
(Molinari et al., 2021).

Desenho dos primers para RT-gPCR
O desenho dos primers foi realizado através do software Primer3plus (https://primer3plus.com/cgi-

bin/dev/primer3plus.cgi). A checagem da formacéo de homodimeros e heterodimeros foi realizada pelo software


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Gmax
https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://persephonesoft.com/
https://itol.embl.de/upload.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan
https://www.ensembl.org/index.html
https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi
https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi
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Multiple Primer Analyzer (https://www.thermofisher.com/br/multiple-primer-analyzer.html). Somente primers
sem a formacdo de estruturas secundarias foram selecionados. Os iniciadores (primers) utilizados para validagao

estdo descritos na Tabela 2.


https://www.thermofisher.com/br/multiple-primer-analyzer.html

Tabela 2. Identificacdo e sequéncia dos iniciadores F (Foward) e R (Reverse) dos genes codificadores de transportadores de compostos nitrogenados-TCN para RT-qPCR.

Gene ID Anotacao Eficiéncia dos primers Sequéncia dos Primers 5°- 3 ™
Glyma.03G229700 EamA-like transporter family (EamA) — 94% primer F 5’GCTAGTAGCTAAGGATTGACAAGT 3’ 60
UMAMIT 25 primer R 3’ATATGTCTGCAATGCAACTGS’ 60

Glyma.09G242000 Cationic Amino Acid Transporter 9 - CAT 95% primer F 5>’TTCAGTGAGTGCACCAAAA 3’ 60
9 primer R 3’ AGAATTAGCGCGAAAATGAAS’ 60

Glyma.10G269700 Amino-Acid Permease - BAT1 99% primer F 5 GCCTGTTTCCTACCCAATAA 3’ 60
primer R 3’ AATAAGCAAACATCCAACGG 5’ 60

Glyma.16G062600 Amino Acid Transporter - LHT1 92% primer F 5>CATCTGCAACTTGCTTGTTA3’ 60
primer R 3’ TCTGATGTGAATTCAGTGGAS’ 60

Glyma.14G010300 Amino-Acid Permease 7 - AAP7 90% primer F 5’GCTAAGCGAGCAACTAACTG3’ 60
primer R 3’CCTGTGCGTCTGTTGGATS’ 60

Glyma.11G086700 Amino Acid Transporter — AVT3A 95% primer F 5 TCCTACTCACTCACAGCGTA3’ 60
primer R 3’ GACGATGGAGATGAAGATGTS’ 60

Glyma.02G116400 Ureide permeasse — UPS2 93% primer F ’GTTAGGGAAGAGCACTTTCA3Z’ 60

primer R 3’ AACCCCTTTCTTCAAAGTGTS’ 60
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Experimento em casa de vegetacao para coleta de material biolégico para validagédo dos TCNs selecionados via
RT-gPCR

Local do experimento e Material biol6gico

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo com condicGes de cultivo controladas. Foram utilizadas
sementes de duas cultivares convencionais de soja com alto potencial produtivo, sendo uma com teor mais alto de
proteina no grdo, a cultivar BRS 232 (Teor proteico: 38,24 + 0,56, peso de 100 sementes:19.7g), e BRS 284 com

menor teor proteico (Teor proteico: 34,27 £ 0,49; peso de 100 sementes:15.29).

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados (DBC) com 2 cultivares convencionais
de soja (BRS 232 e BRS 284) em 18 repeti¢des bioldgicas, totalizando 36 vasos. Foram utilizados vasos de 10
litros com solo esterilizado, seco e peneirado, em uma composicdo de 1:1 solo/areia. Em cada vaso foi
transplantado duas plantulas contendo radicula uniforme. Antes do plantio, as raizes das plantulas foram tratadas
com inoculante Bradyrhizobium japonicum (Atmo®©), 5.0x10° UFC/ mL. A irrigacdo foi realizada por sistema de
gotejamento, para manter uma condic&o hidrica favoravel.

As plantulas foram selecionadas a partir da germinacdo das sementes em rolos de papel Germitest®,
umedecidos com teor de agua 2,5 vezes o peso da massa seca do papel, de acordo com o manual de regras de
anélise de sementes (BRASIL, 2009). Foi utilizado um rolo de 50 sementes para cada cultivar. Os rolos foram
mantidos em camara de germinagdo em temperatura de 25 + 1°C & 100% de umidade relativa durante quatro dias
(BRASIL, 2009).

Coleta de amostras biolégicas para analises moleculares

Para as analises moleculares, as 18 plantas de cada cultivar foram divididas em 3 bulks de 6 plantas (6
vagens cada planta), totalizando 36 vagens para cada bulk e em torno de 108 sementes para BRS 284 e 72 sementes
para BRS 232, para cada um dos 3 estadios (25-100mg, 100-200mg, 350-450mg) separadamente. As vagens e suas

respectivas sementes foram separadas e armazenadas em freezer a -80°C até 0 momento da extracdo do RNA.

Extracdo do RNA e validagéo via RT-qPCR

Para extragdo do RNA total, foram realizadas as maceragdes dos legumes e das sementes ja separados em
seus bulks. Apés a maceracdo, 0 RNA total foi extraido usando o reagente Trizol®. Para cada 100 mg de amostra,
foi utilizado 1 ml do reagente trizol, que é vortexado e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, foi adicionado 200 pL de cloroférmio, vortexado e colocado em centrifuga a 120009/ 4°C/ 15 minutos.
Transfere-se a parte aquosa para um novo tubo e adiciona-se 500 pL de etanol, entdo a mistura foi agitada e
centrifugada a 12000g/ 4°C/ 10 minutos. O sobrenadante é descartado, e é adicionado etanol 75% centrifugado em
7500 g/5 minutos. O RNA é entdo ressuspendido em agua livre de RNAse.

O RNA foi tratado com o kit DNAse | (Invitrogen, Carlsbad, CA) para remocéo de DNA remanescente.
Em seguida, foi realizada uma PCR convencional com o primer B-actina intron para confirmar a auséncia de DNA

gendmico (Gdna). Depois disso, 0 cDNA foi sintetizado usando Super Script® 11 First-Strand Synthesis System
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(Invitrogen, Carlshad, CA) de acordo com as instru¢es do fabricante. Novamente foi realizada uma PCR para
verificar a eficiéncia da sintese e auséncia de gDNA. As reacdes de RT-gPCR foram compostas por cDNAs,
primers F e R de 0,2 pM e tampé&o de reacdo 1x Platinum® SYBR Green® qPCR SuperMix UDG (Invitrogen,
Carlsbad, CA). A normalizacdo de expressdo génica foi realizada utilizando os genes endogenos B-actina (iniciador
F 5 TTCTGTCTTCTGCAAGTGGTG 3 / iniciador R 5' GATCCCTCATCCATACATTTCAG 3') e ELFIf
(primer F 5° GTTGAAAAGCCAGGGGACA 3 '/primer R 5° TCTTACCCCTTGAGCGTGG 3') genes,
selecionados a partir do trabalho de Wan et al. (2017). A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada
a partir de trés repeticdes bioldgicas e trés técnicas. As reacbes foram feitas em equipamento de Real Time PCR
7900HT (Applied Biosystems). As condicdes de ciclagem utilizadas foram 50°C por 2 min, desnaturacdo a 95°C
por 10 min, seguidas de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 1 min, 95°C por 15 s, 60°C por 15s e 95°C por 15s.
As eficiéncias dos primers de PCR foram calculadas usando o software LinRegPCR v.2012.0 (Ruijter et al. 2009),
considerando como primers eficientes aqueles apresentando valores > 85%. O nivel de expressdo foi determinado

usando a férmula 2-22¢t adaptada de acordo com as eficiéncias dos primers (Livak; Schimittgen, 2001).

Coleta de amostras bioldgicas para andlises fisioldgicas

A coleta das vagens e sementes de BRS 232 e BRS 284 foram coletadas nos estadios: R5.1/R5.2- referente
a sementes com peso fresco de 25-100mg, R5.3- referente a sementes com peso fresco de 100-200mg e R6 —
referente a sementes com peso fresco de 350-450mg. A selecdo destes estadios se deu de acordo com o tipo de
proteina sintetizadas durante o desenvolvimento da semente. Até 100 mg predomina-se a sintese de proteinas

metabdlicas, ap6s este peso inicia-se a sintese de proteinas reserva.

Peso das vagens e sementes

Foi coletada 1 vagem de cada uma das 18 plantas para cada um dos 3 estadios separadamente. As vagens
e suas respetivas sementes foram separadas e pesadas logo apds a coleta, para obtencdo do peso fresco. O peso
seco foi obtido a partir das amostras secas durante 24 horas em estufa & 65°C.

O peso de sementes foi obtido a partir de uma amostra de 18 sementes para cada cultivar em cada um dos

trés estadios. O peso foi medido em miligramas (mg) em balanca analitica.

Mensuracao do teor de proteina

Para a quantificacéo dos teores de proteina, foi utilizado equipamento de espectroscopia de infravermelho
préximo (FT-NIR) (Thermo Scientific, modelo Antaris I1), dotado de esfera de integracéo e leitura na faixa entre
1100 e 2500 nandmetros. Para cada amostra de aproximadamente 20g de cada cultivar, foram coletados 32 scans
com resolucéo de 4cm™, e background a cada leitura. Os espectros médios foram submetidos a predicdo em quatro
modelos matemdticos distintos para cada constituinte. A modelagem foi baseada na regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS), com pré-tratamentos para normalizagdo dos dados (SNV) e aplicacdo de derivada

primeira de Savitsky-Golay.

Anadlises estatisticas



53

Os dados fisioldgicos foram submetidos a teste de analise de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias
pelo teste de Tukey (p<0.05). Os dados moleculares foram submetidos a ANOVA e comparacgéo de médias pelo
teste T (p<0.05).

Resultados

Identificacdo de genes transportadores de compostos nitrogenados-TCNs em transcriptoma de sementes,
tegumento e legumes de soja

Foram mapeados nos 3 datasets um total de 55.589 genes em TPM. O direcionamento pela busca por
anotacGes biologicas foi baseado nos artigos que caracterizaram as familias de transportadores em soja e
Arabidopsis (MUller et al., 2015; Cheng et al., 2016; Patil et al., 2017; Zhou et al., 2020).

Foram identificados 76 TCNs comuns em ambos 0s genomas (Arquivo adicional 1). Entre esses, 50 TCNs
continham altos niveis de expressdo (> 40 TPM) em sementes nos estadios em que ocorre a sintese de proteinas
de reserva (C 100-200mg PF W82 e C 400-500mg PF W82) (Arquivo Adicional 1; Figura 1). A expressdo em
tegumento e legume em outras fases de desenvolvimento de sementes também foram avaliadas para auxiliar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos no acimulo de proteinas nos graos. Os outros 26 TCNs apresentaram
altas contagens em outras fases de desenvolvimento da semente e/ou outros tecidos (tegumento e legumes). As
familias observadas nos dois subgrupos (50 e 26) foram as mesmas (AAP, AAT, AVT, BAT, CAT, LAX, LHT,
PROT, PUT, UMAMIT e UPS), porém os genes membros destas familias foram diferentes. A familia UMAMIT
foi a Ginica a conter genes presentes somente no subgrupo de 50 TCNs.

Na familia AAP foram observados seis membros, sendo que AAPL1, AAP2, AAP3 E AAP7 estavam
presentes no subgrupo de 50 TCNs e AAP6 e AAP8 no subgrupo de 26 TCNs. Para a familia AAT foi encontrado
apenas um membro, com a presencga de trés genes codificantes para este. O Glyma.11G166900 e Glyma.18G59300
no subgrupo de 50 TCNs e 0 Glyma.06G019500 presente no subgrupo de 26 TCNs. Dentre a familia AVT foram
observados cinco membros (AVT1, AVTLC, AVT3, AVT6A e AVT6EC). Os membros AVT1l e AVTIC
encontram-se no subgrupo de 26 TCNs, enquanto os membros AVT3, AVT6A e AVT6C no subgrupo de 50 TCNs.
Na familia BAT foi observado um membro (BAT1), codificado por dois genes. O Glyma.10G269700 no subgrupo
de 50 TCNs e 0 Glyma.20G12150026 no subgrupo de 26 TCNs. Dentre a familia CAT, foram identificados seis
membros, estando os membros CAT2, CAT4, CAT6 e CAT8 presentes no subgrupo de 50 TCNs, apenas 0 CAT5
encontra-se no grupo de 26 TCNs. A familia LAX apresentou dois membros, o LAX2 no subgrupo de 50 TCNs e
LAX1 presente no subgrupo de 26 TCNs (Arquivo adicional 1).

A familia LHT, também apresentou dois membros, estando o membro LHT1 em ambos os subgrupos,
pois seus codificantes, Glyma.16G062600 esta presente no subgrupo de 50 TCNs e 0 Glyma.19G076800 presente
no subgrupo de 26 TCNs. O segundo membro, referente a um LHT8 encontra-se no grupo de 50 TCNs. A familia
PROT, também apresentou dois membros, o PROT1 presente no subgrupo de 50 TCNs e 0 PROT3 no subgrupo
de 26 TCNs. A familia PUT esta representada por trés membros, dos quais o0 PUT2 e PUT5 encontram-se no
subgrupo de 50 TCNs, enquanto o membro PUT4 apresenta genes em ambos o0s subgrupos, sendo
Glyma.08G113400 e Glyma.14G177500 presentes no subgrupo de 50 TCNs e o Glyma.02G209400 presente no

subgrupo de 26 TCNs. A familia UPS apresentou apenas um membro (UPS2) que apresenta genes em ambos 0s
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subgrupos, sendo o Glyma.02G116400 e Glyma.02G116300 presentes no subgrupo de 50 TCNs e o
Glyma.01G058500 presente no subgrupo de 26 TCNs. A familia UMAMIT apresenta cinco membros, todos estéo
presentes dentro do subgrupo de 50 TCNs. Os membros observados foram o UMAMIT2, UMAMITS,
UMAMIT12, UMAMIT40 e UMAMIT25 (Arquivo adicional 1).

Na figura 1, é possivel observar a formacéao de cinco clusters obtidos a partir da correlagdo de Pearson
entre as contagens em TPM dos 50 TCNs provenientes dos trés datasets (Tabela 1). O cluster 1 foi formado pelo
perfil de expressdo observado em sementes maduras de quatro cultivares de soja (BRSMG 75; Williams 82; BRS
413 RR; DM 6563). O cluster 2 agrupou as sementes de soja com pesos frescos de 100-200 mg e 400-500 mg (C
- cotilédone sem tegumento da cultivar W82). O Cluster 3 é composto por sementes inteiras — Sl e cotilédone com
peso fresco de 5-6 mg da cultivar W82. O Cluster 4 é composto por legumes de soja sem sementes - SS no estadio
R4 da cultivar BR 16. Por fim, o Cluster 5 reuniu as sementes em desenvolvimento (quatro dias apds o
florescimento - DAF, 12-14 DAF e 22-24 DAF), agrupadas com tecido de tegumento com peso de 5-6 mg. Estes
dados mostraram que o tecido de legume (cluster 4) apresenta perfil de expressdo semelhante a sementes em
estadios iniciais de desenvolvimento (cluster 5). Ainda nesta figura, é possivel observar que as SI maduras das 4
cultivares de bibliotecas independentes de RNA-Seq se agruparam, apresentando perfil de contagem semelhantes
para 0s 50 TCNs (Figura 1).
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Figura 1. Heatmap ilustrando os 50 genes transportadores de compostos nitrogenados-TCNs com altos niveis de
expressdo (= 40TPM) nas fases de actimulo proteico de 100-200 mg e 400 mg. A clusterizagdo das bibliotecas de
RNA-Seq dos trés datasets gerou cinco clusters. Cluster 1: Formado pelas SI (Sementes Inteiras) maduras das
cultivares de soja BRS MG75, Willians 82-W82, BRS 413 RR e DM 6563. Cluster 2: Formado pelos estagios de
desenvolvimento da semente sem o tegumento, contendo apenas o cotilédone-C, com peso entre 100-200 mg e
400-500 mg em W82. Cluster 3: Formado por Semente inteira - SI com peso fresco de 5-6 mg em W82. Cluster
4: Formado por legumes sem semente - SS no estdio R4 de BR16. Cluster 5: Formado por sementes inteiras-SlI
com 4, 12-14 e 22-24 dias apo6s o florescimento-DAF e pelo tegumento de sementes com 5-6 mg de peso fresco
em W82.

A partir do Cluster 2, momento de maior sintese de proteinas de reserva (Jones; Gonzalez; Vodkin, 2010;
Jones; Vodkin, 2013), foram selecionados sete genes para validagdo via RT-qPCR (AAP7, AVT3, BAT1, CAT9,
LHT1, UMAMIT25, UPS2). A selecdo dos genes foi baseada em contagens >40 TPM (Pomaznoy et al., 2019)
nas fases de 100-200 mg e 400-500 mg. Os clusters (1, 3, 4 e 5) auxiliam na observacdo do comportamento destes

genes em outros tecidos e estadios de desenvolvimento da semente (Figura 1, Figura 2).

Comportamento dos genes selecionados para validacdo via RT-gPCR (AAP7, AVT3, BAT1, CAT9, LHT1,
UMAMIT25, UPS2) por cluster
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O perfil de expressdo obtido em cada cluster para os sete genes selecionados é apresentado na Figura 2,
e pode ser observado quais 0s que apresentaram contagem acima e abaixo de 40 TPM. No cluster 1 (composto por
sementes maduras inteiras de quatro cultivares de soja), os genes AVT3, BAT1 e LHT1 possuem contagem acima
de 40 TPM, e os genes AAP7, CAT9, UMAMIT25 e UPS2, possuem contagem abaixo de 40 TPM. Ja no cluster
2 (composto por cotilédones com pesos de 100-200 mg e 400-500 mg), todos 0s genes apresentam contagens acima
de 40 TPM (Figura 2B). No cluster 3 (cotilédone e semente inteira com 5-6 mg), acima de 40 TPM para cotilédone
estdo os genes AAP7, CAT9 e UMAMIT25, e abaixo de 40 TPM permaneceram os genes AVT3, BAT1, LHT1 e
UPS2, enquanto que para SI com 5-6 mg, 0s sete genes apresentaram contagens acima de 40 TPM (Figura 2C).

No cluster 4 (legume em R4) apenas o gene LHT1 encontra-se abaixo de 40 TPM (Figura 2D). E por fim,
no cluster 5 (sementes inteiras em estagios iniciais de desenvolvimento e tegumento), acima de 40 TPMs estdo 0s
genes AAP7, AVT3, BAT1, CAT9 e LHTL1. Abaixo de 40 TPM estdo os genes UMAMIT25 e UPS2.
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Figura 2. Gréficos ilustrando as médias das contagens em transcritos por milhdo (TPM) dos sete genes
selecionados para validacéo via RT-gPCR por cluster. Os valores representam a média de cada gene em relacéo a

todas as bibliotecas clusterizadas juntas. A barra representa o desvio padrdo amostral.

Os genes AAP7 e CAT9 apresentam alta contagem em cotilédone de 100-200 mg e 400-500 mg,

cotilédone e semente inteira com 5-6 mg, legume e sementes em fases iniciais de desenvolvimento e tegumento.
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Apenas em semente inteira madura esse gene apresentou contagem abaixo de 40 TPM. Esses dados mostram sua
importancia em quatro clusters avaliados (cluster 2, 3 ,4 e 5). Os genes AVT3 e BAT1 séo de alta contagem em
semente inteira madura, cotilédone de 100-200 mg e 400-500 mg, em legume em R4, sementes inteiras em fases
iniciais e tegumento. Apresentaram contagem abaixo de 40 TPM nas fases de cotilédone e semente inteira com 5-
6 mg, esses dados mostram a importancia desses genes em quatro clusters avaliados (cluster 1, 2, 4 e 5). O gene
LHT1 é importante na semente inteira madura, cotilédone 100-200 mg e 400-500 mg, semente inteira em fases
iniciais e tegumento, mostrando sua importancia nos clusters 1, 2 e 5. O gene UMAMIT25 é expresso em
cotilédone com 100-200 mg e 400-500 mg, cotilédones e semente inteira com 5-6 mg, legume R4, mostrando sua

importancia no cluster 2, 3 e 4. O gene UPS2 é expresso no cotilédone 100-200mg e 400-500mg e no legume em

R4, ressaltando sua relevancia nos clusters 2 e 4 (Figura 2).

Identificacdo de ortélogos em Arabidopsis thaliana, cdpias e transcritos alternativos em soja dos 7 TCNs

selecionados
Na figura 3 é possivel observar que as sequéncias proteicas dos genes UMAMIT25 e CAT9 se

agruparam em clados préximos. Um clado maior foi formado a partir dos genes AVT3, AAP7 e LHT1 e dentre

eles 0s genes AAP7 e LHT1 estdo mais préximos. O gene BAT1 e UPS2 se agruparam em clados individuais.
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Figura 3. Dendrograma dos genes AAP7, AVT3, BAT1, CATY9, LHT1, UMAMIT25 e UPS2 a partir das
sequéncias proteicas. Na imagem esta ilustrado a clusterizagdo de cada gene com suas respectivas copias em soja
e ortélogos em Arabidopsis thaliana. Legenda: Roxo escuro: AAP7; Laranja: UMAMIT 25; Azul: BATZ1; Verde
claro: CAT9; Azul turquesa: UPS2; Rosa: AVT3A,; Lilas: LHT1.

A fim de observar caracteristicas dos sete genes selecionados, foi realizada uma busca pelo nimero de
proteinas, copias e transcritos alternativos. Na tabela 3A ¢é possivel observar que o gene AAP7

(Glyma.14G010300) apresenta 13 transcritos alternativos, que codificam para uma sequéncia proteica de 378
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aminoacidos (aa). Embora o tamanho da proteina seja igual para todos os transcritos, estes variam em tamanho
(2361-3227 pares de bases - pb). O gene AAP7 apresenta como cépia 0 gene Glyma.02G303500 com 99%
identidade (sequéncia proteica), que contém cinco transcritos alternativos. Entre eles, o transcrito 4 (360 aa)
apresenta uma proteina menor que a dos outros transcritos (461 aa). Para este gene os transcritos variam de 1370
pb a 2495 ph. Este gene tem como ortdlogo em Arabidopsis 0 gene AT5G23810 com 62% identidade. Em
Arabidopsis esse gene € cOpia Unica e apresenta dois transcritos alternativos com 1195 pb e 1573 pb. Estes
codificam para duas proteinas de tamanhos diferentes, uma de 361 aa e a outra de 467 aa. Em soja esse gene sofreu
uma duplicacédo e varios transcritos alternativas sdo codificadas. O padrdo de transcritos primarios de ambas as
espécies apresenta sete exons e todas as sequéncias proteicas apresentam o dominio conservado referente a familia
PF01490 -transportados de aminoacidos transmembrana.

Observa-se que o gene CAT9 (Glyma.09G242000) apresenta apenas um transcrito com 2173 pb, que
codifica para uma proteina de 558 aa. H4& uma segunda cOpia no genoma de soja com 94% de identidade
(Glyma.18G253600) que apresenta seis transcritos alternativos, que variam em tamanho (2202 pb a 2506 pb),
assim como suas respectivas proteinas, que variam de 427 aa a 578 aa. Como ort6logo em Arabidopsis thaliana
apresenta 0 gene AT1G05940 com 72% de identidade, que também apresenta apenas um transcrito (1955 pb) e
uma proteina (569 aa). O padrdo de exons gira em torno de oito entre as espécies. Além disso, este gene apresentou
variagdo na presenca de dominios proteicos. Todos os trés genes apresentam o dominio referente as familias de
aminoacido permeases PF13520 e PF13906 em suas formas primarias (Tabela 3B).

Em relacdo ao gene AVT3 putativo em soja (Glyma.09G197800), observa-se que é um gene de copia
Unica, que apresenta apenas um transcrito de 1287 pb e uma proteina de 428 aa. Como ortdlogo em Arabidopsis
thaliana tem o gene AT4G38250 com 62% de identidade. Em Arabidopsis também é um gene de cépia Unica.
Este, apresenta um transcrito com 1677pb e uma proteina de 436aa. Ambas as espécies apresentam o padréo de
um exon e contém em suas proteinas o dominio conservado referente a familia PF01490 de transportados de
aminoacidos transmembrana (Tabela 3C).

O gene BAT1 (Glyma.10G269700) apresenta quatro transcritos alternativos, que variam entre 1601 pb a
1951 pb, com proteinas de 309 aa a 520 aa. Apresenta como ortélogo em Arabidopsis AT2G01170 com 79% de
identidade e ambos apresentam cdpia Unica. Em Arabidopsis apresenta dois transcritos alternativos com tamanho
e proteinas de tamanhos diferentes. Ambas as espécies tém o padrdo de oito exons para seus transcritos primarios
e apresentam o dominio conservado da familia amino permeases PF13520 em suas proteinas (Tabela 3D).

Na tabela 3E, observamos que UPS2 também € coOpia Unica nas duas espécies. Em soja, o gene UPS2
(Glyma.02G116400) apresenta trés transcritos com tamanhos entre 1228 pb e 1639 pb e trés proteinas com
tamanho entre 226 aa a 395 aa. Como ortélogo em Arabidopsis esta 0 gene AT2G03530 com 77% de identidade,
que apresenta dois transcritos alternativos, porém que codificam para uma proteina de mesmo tamanho (398 aa).
Em soja o transcrito priméario apresenta sete exons e em Arabidopsis seis exons. Ambos apresentam o dominio

proteico referente a familia PF07168- Ureideos permeases.

Tabela 3. Caracteristicas dos sete genes selecionados. Legenda: T=Tamanho; N= Numero.
A. AAP7-SOJA - ARABIDOPSIS (62% de identidade)

GENE ID T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM

Glyma.14G010300.1 3227 7 2 378aa PF01490
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Glyma.14G010300.2 2585 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.3 2594 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.4 2430 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.5 2419 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.6 2361 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.7 2370 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.8 2523 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.9 2532 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.10 2553 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.11 2544 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.12 3076 7 2 378aa PF01490
Glyma.14G010300.13 2495 7 2 378aa PF01490
COPIA (99%) T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.02G303500.1 2495 7 1 461aa PF01490
Glyma.02G303500.2 1942 7 1 461aa PF01490
Glyma.02G303500.3 1841 5 1 461aa PF01490
Glyma.02G303500.4 1370 7 1 360aa PF01490
Glyma.02G303500.5 1921 7 1 461aa PF01490
ORTOLOGO (Cépia Unica)  T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
AT5G23810.1 1573 7 1 467aa PF01490
AT5G23810.2 1194 6 1 361aa PF01490
B. B.CAT9-SOJA - ARABIDOPSIS (72%)

GENE ID T. TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.09G242000.1 2173 8 2 558aa PF13520/PF13906
COPIA (94%) T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.18G253600.1 2379 9 1 578aa PF13520/PF13906
Glyma.18G253600.2 2202 8 1 519aa PF13520/PF13906
Glyma.18G253600.3 2325 8 1 560aa PF13520
Glyma.18G253600.4 2506 7 1 533aa PF13520
Glyma.18G253600.5 2329 7 1 427aa PF13520/PF13906
Glyma.18G253600.6 2385 8 1 445aa PF13520/PF13906
ORTOLOGO (UNICO) T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
AT1G05940.1 1955 8 2 569aa PF13520/PF13906
C. AVT3-SOJA - ARABIDOPSIS (62%)

GENE ID (Cépia Unica) T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.09G197800.1 1287 1 2 428aa PF01490
ORTOLOGO (CépiaUnica)  T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
AT4G38250.1 1667 1 1 436aa PF01490

D. BAT1-SOJA - ARABIDOPSIS (79%)

GENE ID (Cépia Unica) T. TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
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Glyma.10G269700.1 1951 8 2 520aa PF13520
Glyma.10G269700.2 1932 6 2 398aa PF13520
Glyma.10G269700.3 1894 8 2 501aa PF13520
Glyma.10G269700.4 1601 4 2 309aa PF13520
ORTOLOGO (Cépia Unica)  T. TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
AT2G01170.1 1808 8 2 516aa PF13520
AT2G01170.2 1825 7 2 437aa PF13520

E. UPS2-SOJA - ARABIDOPSIS (77%)

GENE ID (Cépia Unica) T. TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.02G116400.1 1639 7 1 395aa PF07168
Glyma.02G116400.2 1425 7 1 321aa PF07168
Glyma.02G116400.3 1228 5 1 226aa PF07168
ORTOLOGO (Cépia Unica)  T. TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
AT2G03530.1 1368 6 1 398aa PF07168
AT2G03530.2 1409 6 1 398aa PF07168

F. LHT1-SOJA - ARABIDOPSIS (83%)

GENE ID T. TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.16G062600.1 1999 8 2 450aa PF01490
COPIA T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.19G083900.1 (96%) 1865 8 1 450aa PF01490
Glyma.19G083900.2 1620 8 1 436aa PF01490
Glyma.19G083900.3 1703 7 1 398aa PF01490
ORTOLOGO (Cépia Unica)  T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
AT5G40780.1 1712 8 1 446aa PF01490
AT5G40780.2 1678 8 1 445aa PF01490

G. UMMAMIT25-SOJA - ARABIDOPSIS (63%)

GENE ID T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.03G229700.1 1518 7 1 366aa PF00892/PF00892
Glyma.03G229700.2 1327 6 1 297aa PF00892/PF00892
COPIA T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
Glyma.19G227900.1 (96%) 1563 7 2 367aa PF00892/PF00892
Glyma.19G227900.2 (96%) 1396 6 2 328aa PF00892/PF00892
Glyma.19G227000.1 (96%) 1532 7 1 367aa PF00892/PF00892
ORTOLOGO (Cépia Unica)  T.TRANS N.EXONS FITA T.PROT PFAM
AT1G09380.1 1568 7 2 374aa PF00892/PF00892

Na Tabela 3F, é possivel observar que o0 gene LHT1 (Glyma.16G062600) apresenta duas copias com 96%
de identidade e ndo possui transcritos alternativos. Por outro lado, sua copia (Glyma.19G083900) apresenta trés
transcritos alternativos que variam de 1620 pb a 1865 pb. Com proteinas que também variam em tamanho (398 aa

a 450 aa). Tem como ort6logo em Arabidopsis 0 gene AT5G40780 com 83% de identidade, que apresenta cépia
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Unica. Em Arabidopsis apresenta dois transcritos alternativos que codificam para uma proteina que se diferencia
em apenas um aminoacido (446 aa e 445 aa). Em seus transcritos primarios apresentam um padréo de oito exons
em ambas as espécies. Ainda, ambos apresentam dominio proteico conservado referente a familia PF01490-
transportados de aminoacidos transmembrana.

Por fim, o gene UMAMIT25 (Glyma.03G229700) apresenta dois transcritos alternativos de tamanhos
diferentes que correspondem a duas proteinas também com tamanhos variados. Tem como cdpia 0 gene
Glyma.19G227900 e o gene Glyma.19G227000, ambos com 96% de identidade. Como ort6logo em Arabidopsis
estd 0 gene AT1G09380. Este ndo contém transcritos alternativos, ambas as espécies apresentam em seus
transcritos primarios um padrdo de sete exons. Estes genes apresentam dois dominios conservados da mesma
familia (PF00892), que representa uma familia de transportador de membrana.

Em sintese, foi possivel observar a partir da Tabela 3 que os ortélogos dos sete genes avaliados ndo
apresentam copias em Arabidopsis. Em soja, apenas os genes AVT3A, BAT1 e UPS2 ndo apresentam cdpias.
Enquanto, os genes AAP7, CAT9 e LHT1 apresentam duas copias e 0 gene UMAMIT25 apresenta trés copias no
genoma.

Ainda, esses dados mostram que os Ginicos genes que tiveram suas copias também altamente expressas (>
40 TPM) nas fases de 100-200 mg e 400-500 mg, foram os genes AAP7 (Glyma.02G303500) e CAT9
(Glyma.18G253600). Em legume os genes AAP7, AVT3, BAT1, CAT9, UMAMIT25 e UPS2 apresentaram alta
expressdo, ja o gene LHT1 apresentou contagens abaixo de 40 TPM. As cOpias de AAP e CAT9 também
apresentaram altas contagens em legume (Arquivo adicional 1, Tabela 3).

Na  Figura 4, estd representada a posicio dos genes nos  Cromossomos.
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Figura 4 — Posicionamento de genes em seus respectivos cromossomos na soja. Legenda: Roxo escuro: AAP7
(Glyma.14G010300) e copia (Glyma.02G303500); Laranja: UMAMIT 25 (Glyma.03G229700) e cOpias
(Glyma.19G229700 e Glymal9G229000); Azul: BAT1 (Glyma.10G269700); Verde claro: CAT9
(Glyma.09G242000) e copia (Glyma.18G253600); Azul turquesa: UPS2 (Glyma.02G116400); Rosa: AVT3A
(Glyma.09G197800); Lilas: LHT1 (Glyma.16G062600) e cdpia (Glyma.19G083900).
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Analises fisiologicas para Expressao diferencial via RT-gPCR

O peso seco e fresco das vagens e legumes de trés estadios fenoldgicos (R5.1/2; R5.3; R6) foi avaliado
em ambas as cultivares. Os pesos ndo apresentam variacdo significativa entre as cultivares, indicando que o
experimento est4 padronizado e influéncias externas ndo irdo interferir nos niveis de expresséo génica obtidos a
partir dos tecidos avaliados, considerando que o experimento foi realizado sob condicbes controladas. O peso
fresco das sementes para ambas as cultivares foi de 56.5+3.22 mg no estadio R5.1/2, 180+8.74 mg no estadio R5.3
e 385+11.48 mg no estadio R6. O peso seco das sementes para ambas as cultivares foi de 8.5+0.78 mg no estadio
R5.1/2, 38.5+2.19 mg no estadio R5.3 e 134+3.40 mg no estadio R6.

Em legumes o peso fresco para ambas as cultivares foi de 556+£11.97 mg no estadio R5.1/2, 473+11.64
mg no estadio R5.3 e 482+16.53 mg no estadio R6. O peso seco dos legumes para ambas as cultivares foi de
101+45.23 mg no estadio R5.1/2, 90+3.14 mg no estadio R5.3 e 158+7.38 mg no estadio R6.

Houve diferenca estatistica entre o teor de proteina dos grdos maduros entre as cultivares. O teor proteico
foi de 38,98 + 0,46% para a cultivar BRS 232 e 36,01+ 0,93 mg para BRS 284. O peso de 100 sementes maduras
foi de 20,21+ 0,73 mg para BRS 232 e 15,15 £ 0,71 para BRS 284. Em conclus&o os dados fisiol6gicos mostraram
gue 0 experimento em casa de vegetacdo estava padronizado. A partir dessas informacdes, foi realizado o RT-
gPCR.

Na figura 5A, é possivel observar que o gene AAP7 esta up-regulado nas trés fases de desenvolvimento
da semente da cultivar de maior teor proteico (BRS 232). Por outro lado, em legume esses genes encontram-se
down-regulado na cultivar BRS 232. O gene AVT3 apresentou up-regulacdo nas trés fases de desenvolvimento
em sementes e na fase de 25-100mg de legumes. Nas fases de 100-200 mg e nas fases de 350-450 mg, esse gene
apresentou down-regulacdo em legume na cultivar BRS 232 (Figura 5B). O gene BAT1 apresentou down-
regulacdo em ambos os tecidos da cultivar BRS 232 (Figura 5C). Na figura 5D, o gene CAT9 apresentou up-
regulacdo em todos os niveis de desenvolvimento da semente, assim como nas fases de 25-100mg e 100-200mg
de legumes. Somente na fase de 350-450mg em legume, esse gene foi down-regulado na cultivar BRS 232.

O gene LHT1 apresentou up-regulacdo apenas em legume na fase de 100-200mg. Em todas as outras
fases no tecido de legumes e sementes encontram-se down-regulado na cultivar BRS 232 (Figura 5E). Na figura
5F, é possivel observar que o gene UMAMIT25 encontra-se up-regulado em todas as fases de desenvolvimento
de sementes da cultivar BRS 232, bem como em legume nas fases de 100-200mg e 350-450mg. Apresentou down-
regulacéo apenas em legume na fase de 25-100mg. Na figura 5G, é possivel observar que o gene UPS2 encontra-
se up-regulado na cultivar BRS 232 apenas em semente na fase de 10-200mg. Em todas as outras fases de sementes
e legumes apresentou-se down-regulado.

Em resumo, é possivel observar que embora todos 0s genes avaliados estejam de fato presentes nesses
tecidos como observado in silico, apenas os genes AAP7, AVT3, CAT9 e UMAMIT25 apresentam-se up-
regulados em todas fases de desenvolvimento da cultivar de maior teor proteico. O gene UPS2, também apresentou
uma correlacéo positiva com o teor de proteina na fase de 100-200mg. Embora os genes BAT1 e LHT1 estejam
down-regulados na BRS 232, sdo genes importantes para cultivar BRS 284 nestes tecidos. Porém ndo apresentam

correlacdo positiva com o teor proteico.
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Figura 5 — Expressédo relativa dos genes AAP7, AVT3, BAT1, CAT9, LHT1, UMAMIT25 e UPS2 em sementes
e legumes nos estadios de desenvolvimento 25-100mg, 100-200mg e 400-500mg. Os niveis de expressao up e
down-regulados representam os valores observados na cultivar BRS 232 de maior teor proteico em relagéo a
cultivar de calibracdo BRS 284 de menor teor proteico. As barras representam o erro padréo de trés repeticGes

bioldgicas.
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Discusséo

Transportadores de compostos nitrogenados-TCNs presentes em sementes, tegumento e legume

A partir dos dados da figura 1 (Heatmap ilustrando os 50 genes transportadores de compostos
nitrogenados-TCNs com altos niveis de expressao (> 40TPM) nas fases de acimulo proteico de 100-200 mg e 400
mg, foi possivel observar que alguns dos tecidos da planta apresentam uma maior similaridade de expressdo dos
TCNs avaliados. Por este motivo, se agrupam dentro de um mesmo cluster ou de clusters muito proximos. No
Cluster 1, independente da cultivar (BRS MG75, W82, BRS 413RR, DM 6563) é possivel observar que a expressao
dos TCNs é semelhante. As fases na qual a semente apresenta uma maior deposicao de proteinas reserva (C 100-
200mg, C 400-500mg) também se agrupou, indicando que as familias de TCNs presentes nessas fases, apresentam
expressdo similar, algumas com correlagdo direta com o teor proteico e outras que podem estar atuando de maneira
indireta nessa variavel. A proximidade dos clusters 3, 4 e 5 indicam que sementes na fase de sintese de proteina
metabdlica, tegumento e legume apresentam expressdo semelhante em relagdo aos TCNs avaliados. O que indica
a participacdo desses outros tecidos, na sintese de proteina de desenvolvimento. Isso ocorre porque 0
desenvolvimento das sementes e armazenamento de proteinas de reserva dependem do tegumento e do legume
(Herman 2014). Esses tecidos, tem papel crucial na captagdo de aminodacidos e ureideos das folhas e raizes, antes
da deposicdo nas sementes. A eficiéncia da atividade desses tecidos também é essencial para o desenvolvimento e
qualidade da semente madura (Castro; Bradford; Hilhorst, 2004).

O tegumento além de protecdo fisica € fundamental para a distribui¢do de nutrientes para o embrido
(Abirached - Darmency et al., 2005). Ele possui quatro camadas internas (cuticula encerada, epiderme, hipoderme
e o parénquima interior) e quatro externas (hilo, micrépila, rafe e regido calazal) (Herman 2014). Sendo a
hipoderme composta de grandes células vacuoladas, onde podem ocorrer 0 metabolismo e a interconversdo das
amidas em outros aminodcidos, antes da liberagdo no apoplasto (Herman 2014). A absor¢do de assimilados do
tegumento pelo embrido é também mediada por transportadores de membrana por um processo de transporte ativo,
0 que corrobora com a grande quantidade destes transportadores observados in silico no presente estudo (Tegeder
e Rentsch, 2010).

Dentre os TCNs avaliados in silico, genes da familia AAP (AAP1, AAP2, AAP6, AAP7, AAPS8)
demonstraram atividade nas sementes maduras (proteina de protecdo) e em desenvolvimento (proteinas
metabdlicas e de reserva) (Jones, Gonzales e Vodkin, 2010; Jones e Vodkin, 2013). No geral, essa familia ndo
apresentou importancia no tegumento, mas desempenha papel no legume. A familia AAP transporta aminoacidos
provenientes de outras partes da planta, via floema, para nutricdo da semente, mesmo em condicéo de privacéo de
N no solo, garantindo a produgdo de sementes através da remobilizacdo do N (Mdller; karmann, Hammes , 2018;
Zhou et al., 2020; Liu et al., 2020). Por outro lado, a superfamilia de transportadores de aminoacidos (AAT)
identificada, embora apresentou expressdo significativa em sementes em desenvolvimento e legumes, apresenta
caracteristicas genéricas que ndo puderam ser identificadas mais afundo, pois suas func¢des especificas ainda nao
foram caracterizadas na literatura (Cheng et al., 2016) (Arquivo adicional 1).

A familia AVT, tem papel importante na semente em desenvolvimento, madura e legume, porém em
tegumentos ndo apresentou participacédo ativa, como observado in silico. Esse gene importa e exporta aminoécidos
armazenados nos vacuolos, e essa atividade pode estar relacionada a liberagdo de aminoacidos essenciais e nao

essenciais, mantendo a homeostase desses tecidos, para que se desenvolvam e permitam um ambiente favoravel
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para acimulo de proteinas, posteriormente contabilizadas no teor proteico final do grao (Fujiki et al., 2017). A
familia CAT, desempenha um papel semelhante a familia AVT, porém atua em todas as fases de desenvolvimento
avaliadas (Arquivo adicional 1).
As familias UMAMIT (UMAMIT2, UMAMIT3, UMAMIT12, UMAMIT25, UMAMIT40), LAX
(LAX1, LAX2) e LHT (LHT1 e LHT8), apresentaram atividade nas sementes em desenvolvimento, em tegumento
e legume. Todas essas familias transportam aminoacidos para sementes e alguns deles (LHT e UMAMIT)
aumentam significativamente o rendimento de sementes como observado em arroz e Arabidopsis (Besnard et al.,
2018; Wang et al., 2019). A familia LAX é uma possivel transportadora de triptofano, um aminoacido essencial,
que desempenha papel fundamental na qualidade do teor proteico final do grdo (Swarup; Péret, 2012). A familia
UPS (UPS2), também atua nas sementes em desenvolvimento e legumes, porém, ndo esta significativamente ativa
em tegumento. Observar que estes transportadores estdo presentes nos legumes confirma as teorias de que este
tecido viabiliza a assimilagdo de aminoacidos e ureideos para sementes (Benett; Roberts; Wagstaff, 2011; Carter
e Tegeder, 2016). A familia transportadora bidirecional BAT, tanto importa quanto exporta aminoacidos de
diversos tecidos (Dundar e Bush, 2009). No presente estudo foi observado que embora a familia BAT esteja
presente nos tecidos de sementes em desenvolvimento, madura, tegumento e legumes, ele parece apresentar um
papel indireto com o teor de proteina como observado nos dados de RT-gPCR (Arquivo adicional 1; figura 5C).
As familias de transportador de aminoacido PUT (PUT2, PUT4 e PUT5) e ProT (ProT1), estdo presentes
nas sementes maduras e em desenvolvimento, tegumento e legume. A familia ProT, é conhecida como
transportadora de prolina e possivel transportador de amino&cidos, envolvida no transporte a longas distancias
(Grallath et al., 2005). A familia de genes PUT, séo transportadores de poliamina e possiveis transportadores de
aminoacidos. As poliaminas, sdo pequenas aminas alifaticas, sendo a mais conhecida putrescina, que sdo essenciais
para o metabolismo de N e biossintese de aminoacidos (Minguet et al. 2008, Silveira et al. 2013, Minocha et al.
2014, Majumdar et al. 2016; Page et al. 2016; Masson et al. 2017). Essas informagdes podem indicar seus papéis
nestes tecidos como facilitadores das interconversdes do N em outras formas ativas, 0 que auxilia o transporte de

aminoacidos por outros transportadores (Arquivo adicional 1).

Comparacéao entre os TCNs em soja e Arabidopsis thaliana

Dentre os TCNs avaliados através de RT-gPCR o AAP7, CAT9, LHT1 apresentam duas cépias, o
UMAMIT25 apresenta trés copias e AVT3, BAT1 e UPS2 apresentam cOpia Unica. Na espécie modelo para
dicotileddneas (Arabidopsis thaliana) todos esses genes estdo em cOpias Unicas. Durante a evolugéo essas espécies
se diferenciaram, uma duplicando seu genoma (soja — 75% do genoma duplicado) e outra ndo. Ambas apresentam
um clado comum denominado rosidea que ap6s o processo evolutivo, se subdividiu em dois subclados, as fabideas
(soja) e as mavideas (Arabidopsis) (Huang et al., 2019; Huang et al., 2020). Embora elas tenham sofrido essa
subdivisdo, muitos trabalhos na literatura mostram que ort6logos entre as espécies, desempenham em sua grande
maioria a mesma funcdo (Fuganti-Pagliarini et al. 2020). Como por exemplo, genes DREB1A, que em soja e em
e Arabidopsis desempenham o papel de protecéo (Polizel et al., 2011; Rolla et al., 2013). Outros trabalhos com os
genes DREB2A (Engels et al., 2013), AREB1 (Barbosa et al., 2012), GolS2 (Honna et al., 2016) e NCED3
(Molinari et al., 2020), também atuam da mesma maneira tanto em soja como em Arabidopsis.

Ainda que os ortologos desempenham na maioria das vezes a mesma fungéo, o processo de duplicacao

pode gerar a subfuncionalizacdo desses genes (Schmutz et al., 2010; Jung et al., 2012). Segundo Takeshima et al.,
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2019, ao estudar o gene de florescimento FT (flowering Locus T) em Arabidopsis e soja, observou que em
Arabidopsis € um gene de cOpia Unica e em soja apresenta duas cOpias (FT2a e FT5a). Embora estes ort6logos
desempenhassem a mesma funcdo como indutor do florescimento, em soja foi observado que o FT5a era mais
eficiente que o FT2a.

Estes trabalhos citados indicam que existe uma alta probabilidade dos TCNs avaliados no presente estudo
(AAP7,AVT3, LHT1 e UMAMIT25), terem a mesma funcdo observada em Arabidopsis. Principalmente pelo fato
da porcentagem de identidade da sequéncia proteica das espécies, seja acima de 60% (Besnard et al., 2018; Zhou
et al., 2020) (Arquivo adicional 1). Contudo no processo evolutivo o acimulo de mutagdes nas copias, podem
também torna-las ndo funcionais (pseudogenizacdo) e ainda assim, manter a atividade do gene, devido multiplas
copias. Este fato corrobora com a grande variabilidade genética da soja e sua capacidade adaptativa (Schmuts et
al., 2010).

A duplicacéo genica pode acontecer em tandem ou de forma segmentada, ou seja, em locais diferentes do
genoma (Ramsey; Schemske, 1998). Isso também pode ser um fator que influencia na atividade das copias, como
observamos nos genes de florescimento FT5a e FT2a (Schmuts et al., 2010). Dependendo do local do cromossomo
em que esse gene esta localizado (eucromatina e heterocromatina), pode haver mais ou menos expressao, de uma
ou outra copia. No presente estudo foi observado que para 0 AAP7 apresentou cdpia no cromossomo 2 e 14, CAT9
apresentou cépia nos cromossomos 9 e 15 e LHT1 nos cromossomos 16 e 19. Ja para o gene UMAMIT, além de
copias segmentais (cromossomo 3 e 19), foi observado copia em tandem no cromossomo 19 (Arquivo adicional
1).

TCNs envolvidos na sintese de proteinas metabdlicas, de reserva e prote¢ao da semente

Os genes AAP7 e UMAMIT25 sdo transportadores transmembrana, enquanto o AVT3 e CAT9, sdo
transportadores vacuolares (Yang; Stierhof; Ludewig, 2015; Besnard et al. 2018; Sekito et al., 2014; Zhou et al.,
2020). Todos eles transportam aminoécidos essenciais e ndo-essenciais, que possuem importancia na sintese de
todos os tipos de proteinas da soja (metabdlica, reserva e protecdo) (Jones e Vodkin, 2013; Patil et al., 2017). Na
tabela 4, é possivel observar que diferentes genes podem transportar o mesmo tipo de aminoéacido, o que pode

inferir sua atividade em mecanismos semelhantes.

Tabela 4 - Aminoéacidos transportado pelos genes AAP7, AVT3, CAT9, UMAMIT25 e sua classificacdo em

essenciais e ndo essenciais.

Aminodcidos  Transportadores Tipo

Serina CAT9? UMAMIT25> AVT3¢ Nao essencial
Fenilalanina AAP7¢ AVT3¢ Essencial
Fenilalanina AAP7¢ AVT3¢ Essencial

Glutamina CAT9? AVT3¢ Nao essencial



Glutamina CAT9? AVT3¢ Nao essencial
Asparagina UMAMIT25° AVT3® Né&o essencial
Asparagina UMAMIT25° AVT3® Né&o essencial
Triptofano UMAMIT25° AVT3¢ Essencial

Triptofano UMAMIT25° AVT3¢ Essencial

Aspartato AAPT7¢ CAT9? Nao essencial
Aspartato AAPT7¢ CAT9? Nao essencial
Glutamato CAT9? UMAMIT25® Nao essencial
Glutamato CAT9? b N&o essencial
Leucina AAP7¢ UMAMIT25 Essencial

Lisina AAP7¢ Essencial

Cistina AVT3¢ Nao essencial
Cistina AVT3¢ Nao essencial
Treonina AVT3¢ Essencial

Treonina AVT3¢ Essencial

Alanina CAT9? Nao essencial
Arginina UMAMIT25° Né&o essencial
Arginina UMAMIT25° Né&o essencial
Glicina UMAMIT25° N3o essencial
Valina UMAMIT25° N3o essencial
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Legenda: 2 Yang; Stierhof; Ludewig, 2015;° Besnard et al. 2018; ¢ Sekito et al., 2014; ¢
Zhou et al., 2020; ©Patil et al., 2017.

Os quatro TCNs transportam pelo menos um dos aminoécidos essenciais durante a formag&o de proteinas
de soja. Este fato, as torna de grande importancia considerando que os aminoacidos essenciais sdo incapazes de
ser sintetizados por humanos e animais, assim ao aumentar o transporte de aminoacidos essenciais nas plantas,
podemos tornar o grdo de soja mais adequado para industria (Berry 1962; Wade 1985; Singer et al., 2019). Os
aminoéacidos ndo essenciais, também sdo transportados por ambas as TCNs, além de grande importancia para
formagdo de proteinas e desenvolvimento da sementes (Herrmann et al., 1983; Buttery et al., 1994; D’Melo, 2012;
Singer et al., 2019).

Expressdo diferencial via RT-qPCR

Os genes AAP7, AVT3, CAT9 e UMAMIT25 estdo up-regulados na cultivar BRS 232 de maior teor de proteica no
grao

Os quatro genes foram up-regulados em todas as fases de desenvolvimento das sementes avaliadas (25-
100mg, 100-200mg e 400-500mg) na cultivar BRS 232. Essa informag&o indica que existe uma correlacdo positiva
entre as expressdo desses genes e o teor proteico. Visto que todos esses genes sdo transportadores de compostos
nitrogenados, existe um indicativo de que o aumento dos niveis desses genes, podem influenciar diretamente na
modulacgdo do teor de proteina nos grédos de soja. O gene AAP7, estd incluido em uma familia multigénica
envolvida em diversos processos bioldgicos como transporte a longas distancias, modulagdo do transporte de
aminoacidos em condi¢des de estresse e remobilizacdo de N em forma de amina. O desenvolvimento e o teor de
proteina nas sementes, depende em grande parte do acimulo de N, pois esse € um macro nutriente responsavel
tanto pelo crescimento da planta quanto pelo desenvolvimento de drgéos reprodutivos. O desenvolvimento das
sementes requer um grande ndmero de amino&cidos e a principal fonte € o N. A familia AAP7, tem um papel
fundamental nesse processo na fase de acimulo de proteina, pois transporta aminoécidos para semente (Karmann;

Muller; Hammes , 2018; Zhou et al., 2020). Embora ndo tenha na literatura trabalhos de mutago ou
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superexpressdo deste gene, outro membro da familia que apresenta mais de 60% de identidade de sequéncia
proteica (AAP6) com o AAP7, mostrou-se fundamental na realocagdo de aminoacidos de outros tecidos para a
sementes, quando a planta estd em um ambiente de baixa concentracdo de N. A superexpressao desse gene, tanto
em soja como em Arabidopsis torna a planta mais tolerante ao estresse na falta de N, melhorando a qualidade da
semente de soja, atuando na reciclgem de N. Esses dados podem indicar o potencial do gene AAP7 no aumento
do teor de proteina, mesmo em condicdes hostis de cultivo, principalmente pelo fato desse gene estar up-regulado
na cultivar de maior teor proteico (BRS 232) (Liu et al., 2020). Em legume, este gene apresentou-se down-regulado
em todas as fases de desenvolvimento avaliadas. Isso indica seu papel em relacéo ao teor de proteina somente em
sementes.

O gene UMAMIT25 esta envolvido no transporte de aminoéacido do floema para sementes (Besnhard et al.
2018), o que corrobora com os dados obtidos no presente estudo, uma vez que esse gene se mantém up-regulado
em todas as fases de desenvolvimento das sementes e também em legumes nas fases de 100-200mg e 400-500mg.
Essa familia tem papel importante na sintese de proteinas e metabdlitos especializados. Em Arabidopsis foi
observado uma alta expressao desses genes em sementes e legume em desenvolvimento (Schmid et al., 2015),
além disso, foi observado que ele medeia a exportacdo de aminoécidos do endosperma para nutricdo do embrido.
A superexpressdo aumentou a produgdo de sementes. Esse fato aliado ao presente estudo, em que esse gene esta
altamente expresso em todos os niveis de desenvolvimento da semente de soja de maior teor proteico (Besnard et
al., 2018), € um indicativo de que este gene pode atuar como um agente importante para solucionar o viés da
correlacdo negativa entre proteina e produtividade através da Engenharia Genética.

O CAT9 (transportador de aminoéacido catibnico 9), apresentou-se up-regulado em todas as fases de
desenvolvimento das sementes e em legume nas fases de 25-100mg e 100-200mg. Este gene também estd
envolvido na homeostase de aminoacidos em plantas. Em Arabidopsis, esse gene assim como AAP7, aumenta a
reciclagem de aminoacidos entre tecidos da planta em meio de privacdo de N. A superexpressao desse gene
aumenta a tolerancia a falta de N no solo, justamente por remobilizar aminoacidos e assim afeta positivamente a
biomassa e o desenvolvimento de sementes. A mutacdo desse gene atrasa o desenvolvimento e a capacidade da
planta de sobreviver a este tipo de estresse (Yang; Stierhof; Ludewig, 2015).

O AVTS3 esta up-regulado em todas as fases de desenvolvimento das sementes e na fase de 25-100mg de
legumes. Também é um transportador vacuolar que apresenta altos niveis de expressdo em sementes de
Arabidopsis (Fujiki et al., 2017). Assim como CAT9 ele exporta aminoacidos para o meio intercelular. No presente
estudo, foi observado a up-regulacdo deste gene em toda as fases de desenvolvimento avaliadas na cultivar BRS
232. Os vacuolos servem para armazenamento temporario de aminoécidos (Martinoia et al., 2012; Fujiki et al.,
2017) e o fato deste gene estar altamente expresso em sementes, indica que este gene pode estar envolvido na
remobilizacdo de aminoacidos reservados no vacuolo para a sintese de proteinas metabdlicas, de reserva e/ou
protecdo (Jones e Vodkin, 2013). E assim como os genes AAP7 e CAT9, sua superexpresséo pode estar relacionada

com a tolerancia das plantas durante estresse por falta de N (Fujiki et al., 2017).

Os genes BAT1 e LHT1 néo apresentam correlagéo positiva com o teor proteico em sementes de soja
Os transportadores de aminoacidos transmembrana BAT1 e LHT1, embora estejam presentes em
sementes e legumes in silico no RT-qPCR, esses genes ndo apresentam expressdo em nem uma das fases de

desenvolvimento de sementes na cultivar de maior teor proteico BRS 232. O BAT1 também encontra - se down-
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regulado, porém o gene LHT1 apresentou up-regulacdo em legumes na fase de 100-200mg. Assim como AAP7,
CAT9 e AVTS3, a superexpressdo do LHT1 pode estar envolvida na remobilizagcdo de N da planta em condi¢des
de solo com baixa concentragdo de N (Yang; Stierhof; Ludewig, 2015; Fujiki et al., 2017; Zhou et al., 2020).

O gene LHT1, codifica um transportador de lisina e histidina do tipo 1. Este transportador esta presente
em todos os tecidos, com elevados niveis de expressdo em folhas, flores e silicas (Chen e Bush, 1997). Em arroz,
o silenciamento desse gene diminui a taxa de formacdo das sementes e 0 peso do grdo (Guo et al., 2020). Outro
trabalho também em arroz, observou que o silenciamento do gene LHT1 diminuiu o rendimento do grdo em mais
de 40% (Wang et al. 2019). Em soja o papel desse gene em relacdo ao teor proteico parece estar mais envolvido
no tecido de legume. O legume é considerado um tecido de armazenamento ao longo do desenvolvimento (Rossato
et al., 2001), ele é capaz de armazenar nitrogénio e carbono remobilizados posteriormente para a semente para
utilizacdo na germinacdo. Os legumes também séo capazes de fornecer aminoacidos as sementes (Bennett;
Roberts; Wagstaff, 2011). Por este motivo, € um tecido essencial para producdo de sementes que contenham altas
concentragOes de proteinas (Bennett; Roberts; Wagstaff, 2011). Ainda, na literatura ja foi observado uma forte
associacédo entre o desenvolvimento do legume e o tamanho da semente (Bennett; Roberts; Wagstaff, 2011).

Estudos usando legumes destacados mostraram que os tecidos fotossintéticos da parede do legume sao
capazes de gerar assimilados (Bennet; Roberts; Wagstaff, 2011), que sdo exportados do legume para as sementes
durante o desenvolvimento, sendo as sementes bem adaptadas para a absorcédo de fotoassimilados translocados da
parede do legume. Essas informages relacionadas a importancia do legume no desenvolvimento e enchimento do
gréo, e a expressdo de LHT1 em legume na fase de 100-200mg, pode indicar uma importancia desse gene no

aumento do teor de proteina dos gréos.

O gene UPS2 pode estar envolvido no aumento do teor de proteinas apenas na fase 100-200mg na cultivar BRS
232

O gene UPS2, é uma permease transmembrana carreadora de ureideos (alantoina e &cido
alantoico/alantoato) e pirimidina uracila (Schmidt et al., 2004; Carter e Tegeder, 2016). Em Arabidopsis, foi
observado que o silenciamento deste gene e do gene UPS1 (ambos apresentam 78% de identidade proteica) diminui
0s niveis de &cido alantéico (alantoato) afetando negativamente o crescimento reprodutivo da planta (Takagi et
al., 2018). Por outro lado, a superexpressao do UPS1, aumentou a fixacdo simbiotica de N2, gerando um aumento
de 36% no rendimento de sementes (Carter e Tegeder, 2016). Devido a identidade entre as sequéncias proteica
desses genes, pode se aferir que o gene UPS2, pode ter papel importante tanto no aumento do teor proteico no
gréo, quanto no rendimento final da cultura. Diferente dos outros genes mencionados acima, seu papel no teor
proteico esta relacionado principalmente aos ureideos na semente da BRS 232. Em legumes este gene encontra-se

down-regulado em todas as fases de desenvolvimento das sementes.

Conclusdes

Genes com anotacao de transportadores de compostos nitrogenados que apresentam altas contagens in
silico, podem ndo estar associados diretamente com alto teor proteico. Isso € observado nos genes BAT1 e LHT1,
gue apesar de altas contagens nas bibliotecas analisadas, quando validados através do RT-gPCR ndo apresentaram

relacdo com o alto teor proteico de sementes. Os genes AAP7, AVT3, CAT9, e UMAMIT25 apresentam relagdo
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com alto teor proteico de sementes, independentemente do tipo de proteina sintetizada. O gene UPS2 pode estar
relacionado com maior teor proteico na fase de 100-200mg.
Em relacdo ao teor proteico de vagens, ndo apresentam correlacdo com teor proteico de sementes.

Somente os genes AVT3, CAT9, LHT1 e UMAMIT estdo relacionados com teor proteico em vagens.

Consideracoes finais
Os genes AAP7, AVT3, CAT9 e UMAMIT25 podem ser utilizados posteriormente para edicdo através
de Engenharia Genética, a fim de aumentar o teor de proteina sem intervencdo na produtividade. O gene

UMAMIT25 é o melhor candidato a ser superexpressado em sementes para aumento de proteina.
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