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RESUMO 

SOUZA, Enya Maria Gois de. Caracterização e expressão dos genes da família 
NAC sobre estresse hídrico em Arabidopsis thaliana e Glycine max :2024.58. 
Dissertação de mestrado em Biotecnologia – Centro de Ciências Exatas, Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina, 2024. 

 

A soja, originária do continente asiático, vem cada vez mais ganhando espaço e 

importância. Atualmente, o Brasil vem se destacando como o principal produtor global 

de soja, contudo, a cultura enfrenta desafios substanciais associados a estresses 

bióticos e abióticos, sendo a seca particularmente proeminente. Para mitigar os efeitos 

adversos da seca, uma abordagem central é a seleção e desenvolvimento de 

variedades de soja que apresentem maior tolerância à escassez de água. Essa 

estratégia requer uma compreensão aprofundada dos mecanismos moleculares 

subjacentes à resposta das plantas ao estresse hídrico. Estudos recentes 

identificaram fatores de transcrição NAC, como elementos fundamentais na 

modulação da tolerância ao estresse hídrico e no desenvolvimento das plantas. Tais 

fatores exercem influência sobre a expressão gênica e os processos fisiológicos que 

capacitam as plantas a enfrentarem condições adversas de seca. A elucidação desses 

mecanismos não apenas amplia o entendimento da soja, mas também abre 

perspectivas promissoras para o avanço de estratégias biotecnológicas direcionadas 

à criação de variedades de soja mais robustas e adaptadas às condições de estresse 

hídrico. Os resultados destacam uma regulação diferencial dos genes NAC, 

sobressaindo-se o aumento significativo na expressão dos genes ANAC 105/NAC 

76.2 e ATAF 1/NAC 2.2 na cultivar BR 16, sensível à seca, além de um incremento 

aproximado de 16,5% na expressão do gene ANAC 40/NAM na cultivar Embrapa 48, 

reconhecida pela sua tolerância à escassez hídrica. Tais descobertas conferem 

importantes subsídios para o delineamento de estratégias de melhoramento genético 

destinadas a aprimorar a tolerância à seca na soja, potencialmente contribuindo para 

a garantia da segurança alimentar e a sustentabilidade agrícola. 

Palavras-chave: Soja; Seca; Tolerância a seca; Genes NAC.  
 



 

ABSTRACT 

SOUZA, Enya Maria Gois de. Characterization and expression of NAC family 
genes under drought stress in Arabidopsis thaliana and Glycine max: 2024.58. 
Dissertação de mestrado em Biotecnologia – Centro de Ciências Exatas, Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina, 2024. 

Soybean, originating from the Asian continent, has been increasingly gaining space 

and importance. Currently, Brazil has been standing out as the leading global producer 

of soybean, however, the crop faces substantial challenges associated with biotic and 

abiotic stresses, with drought being particularly prominent. To mitigate the adverse 

effects of drought, a central approach is the selection and development of soybean 

varieties that exhibit greater tolerance to water scarcity. This strategy requires a deep 

understanding of the molecular mechanisms underlying plants' response to water 

stress. Recent studies have identified NAC transcription factors as key players in 

modulating tolerance to water stress and plant development. These factors influence 

gene expression and physiological processes that enable plants to cope with adverse 

drought conditions. Elucidating these mechanisms not only enhances understanding 

of soybean but also opens promising prospects for advancing biotechnological 

strategies aimed at creating more robust soybean varieties adapted to water stress 

conditions. The results highlight a differential regulation of NAC genes, with a 

significant increase in the expression of ANAC 105/NAC 76.2 and ATAF 1/NAC 2.2 

genes in the BR 16 cultivar, sensitive to drought, as well as an approximate 16.5% 

increase in the expression of ANAC 40/NAM gene in the Embrapa 48 cultivar, known 

for its tolerance to water scarcity. Such findings provide important insights for designing 

genetic improvement strategies aimed at enhancing drought tolerance in soybean, 

potentially contributing to ensuring food security and agricultural sustainability. 

 
 
Keyword: Soybean; Drought; Drought tolerance; NAC. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A soja tem origem no continente asiático, mais precisamente no nordeste da 

China (DE MARIA et al., 2020; MERRIL et al., 1931). No início a soja era uma planta 

rasteira, e foi a partir da sua evolução natural que se obteve o cruzamento de duas 

espécies de soja selvagem, dando origem ao seu processo de domesticação por volta 

do século 11 a.C. (HYMOWITZ, 1970).  

Hoje, o Brasil ocupa a posição de maior produtor mundial de soja, com uma 

área cultivada que ultrapassa 40 milhões de ha e produção estimada de 

aproximadamente 154 milhões de toneladas (CONAB, 2023). No entanto, a cultura da 

soja vem sofrendo com perdas devido a ocorrência de estresses tanto abióticos 

quanto bióticos (BRZEZINSKI et al., 2015). Os estresses bióticos estão relacionados 

ao ataque de pragas e doenças (SOARES et al., 2019). Já os estresses abióticos, são 

aqueles que não são causados por seres vivos, estando relacionados a fatores 

ambientais, como deficiência ou excesso de nutrientes, salinidade, temperaturas 

extremas como o frio e o calor e os estresses hídricos, que incluem o encharcamento 

e a seca, sendo a seca o foco do presente trabalho (JIANING et al., 2022; 

RODRIGUES et al., 2001). 

 O Brasil é um país de dimensões continentais, com condições climáticas 

bastante distintas nas suas diferentes regiões. Durante o cultivo da soja é comum a 

ocorrência de secas ou mesmo, curtos períodos de déficit hídrico, que prejudicam o 

desempenho da cultura. Estima-se que o Brasil tenha deixado de ganhar U$ 14,9 

bilhões por perdas de produção da cultura de soja na última safra 2022/2023 

(EMBRAPA, 2023). Associado a isso, projeções climatológicas futuras indicam o 

aumento na incidência de fenômenos climáticos extremos como a seca, em função 

das mudanças climáticas globais (SHUKLA et al., 2019). 

 Uma das estratégias que podem contribuir para a mitigação da seca na cultura 

da soja é o desenvolvimento de genótipos tolerantes. Em condição de déficit hídrico 

as plantas desencadeiam respostas a nível fisiológico e bioquímico, provocando 

alterações na regulação de diversos genes (MUHAMMAD et al., 2022; SHINOZAKI; 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006; XU et al., 2023). As vias moleculares mais 

conhecidas de resposta à seca são divididas em duas principais: dependentes do 

ácido abscísico (ABA) e independentes de ABA (MUHAMMAD, 2022). Em ambas as 

rotas, a transdução do sinal de percepção do estresse culmina na ativação de fatores 
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de transcrição, que induzem a expressão de diversos genes de resposta (LU et al., 

2023; SHINOZAKI; VISHWAKARMA et al., 2017 YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006;).  

Vários trabalhos identificaram fatores de transcrição (FT) associados à resposta 

das plantas à seca (ALVES, 2013; CASAGRANDE et al., 2001; LEITE, 2012; 

MARINHO et al., 2018; NEPOMUCENO et al., 2011). Entre eles, os fatores NAC 

(NAM, ATAF e CUC) são essenciais na regulação da tolerância ao estresse hídrico, 

influenciando desde a expressão genética até o desenvolvimento das plantas 

(NURUZZAMAN et al., 2013, OLIVEIRA, 2022). Compreender melhor esses fatores 

não apenas contribuiriam para o avanço do conhecimento acerca dos mecanismos 

moleculares envolvidos na tolerância à seca em plantas, como também, possibilitaria 

o desenho de estratégias biotecnológicas que podem resultar no desenvolvimento de 

variedades mais tolerantes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

2. OBJETIVO GERAL  

 

O objetivo deste estudo é realizar e analisar  a identificação dos membros da 

super família NAC em Arabdopsis thaliana, a fim de determinar os candidatos 

ortólogos mais promissores para potencial utilização na melhoria da tolerância ao 

déficit hídrico em Glycine max. Tal abordagem visa aprimorar tanto a qualidade quanto 

a produtividade dessa cultura agrícola, por meio da transferência de informações 

genéticas de um organismo modelo, A. thaliana, para uma cultura economicamente 

importante, G. max, visando potencializar sua resistência às adversidades ambientais. 

 

     2.1. OBJETIVO ESPECIFICOS   
 

• Realizar uma análise in sílico para identificar e caracterizar genes 

candidatos associados à tolerância à seca em uma base de dados 

genômica; 

• Realizar a análise de expressão gênica utilizando a técnica de RT-qPCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real) para validar os 

genes candidatos previamente selecionados como responsivos ao 

estresse hídrico; 

• Comparar o genoma de Arabdopsis com o genoma de soja para 

identificar genes ortólogos associados à tolerância à seca, utilizando 

ferramentas bioinformáticas; 

• Localizar e analisar as regiões promotoras dos genes candidatos 

selecionados, buscando identificar elementos regulatórios associados à 

resposta ao estresse hídrico; 

• Investigar os domínios proteicos dos genes candidatos para entender 

melhor sua função e possíveis mecanismos de ação durante a resposta 

ao estresse hídrico. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA   

 

     3.1 Usos e importância econômica da soja 

 

A soja (Glycine max) é originária do leste da Ásia, mais precisamente das 

regiões da China e do Japão. Sua domesticação e cultivo remontam a milhares de 

anos atrás, com relatos que datam de aproximadamente 5.000 a.C. na China e até 

mesmo antes, segundo evidências arqueológicas. Inicialmente, a soja era cultivada 

principalmente como uma cultura de uso local, sendo valorizada por suas 

propriedades nutricionais, tanto na alimentação humana quanto animal (HYMOWITZ, 

1983). Ao longo dos séculos, a soja foi se espalhando para outras regiões da Ásia, 

como Coreia e países do sudeste asiático, tornando-se uma cultura fundamental na 

agricultura asiática. A planta era apreciada por seus grãos ricos em proteínas e óleo, 

além de suas propriedades de fixação de nitrogênio, que beneficiavam o solo 

(BOERMA et al., 2004; HYMOWITZ, 1983). 

A expansão da soja para outras partes do mundo ocorreu principalmente 

durante o século XVIII, quando exploradores e comerciantes europeus levaram a 

planta para outros continentes, introduzindo-a inicialmente na América do Sul, mais 

especificamente no Paraguai e no Brasil (BOTTO et al., 2021; HYMOWITZ, 1971).  

Inicialmente, a soja foi cultivada experimentalmente em pequenas áreas no sul do 

país, especialmente no estado do Rio Grande do Sul, para testar sua adaptação ao 

clima e solo brasileiro (DIAS et al., 2023; EMBRAPA, 2019).  

Países do ocidente expandiram a produção do grão, sendo o maior destaque 

os EUA, o qual em 1942 passou a ocupar o primeiro lugar na produção mundial 

(BONATO; BONATO, 1987). Atualmente, Brasil, EUA e Argentina compõe o ranking 

mundial da produção de soja (SILVA, 2023). O agronegócio é um importante setor da 

economia mundial, onde a cultura da soja se insere com destaque. Esta commodity 

apresenta uma estável e consolidada estrutura de mercado, no qual o cultivo da soja 

encontra-se em expansão em vários territórios no mundo, devido principalmente a 

geração de novas tecnologias, que permitem maior adaptabilidade em diferentes 

regiões edafoclimáticas (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).  

No Brasil, a commodity possui uma cadeia produtiva bem estruturada e que 

desempenha papel fundamental para o avanço e desenvolvimento socioeconômico, 
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principalmente para o estado de maior produção do grão, o Mato Grosso (EMBRAPA, 

2019; LOAYZA, 2023). A safra de 2022/2023 teve uma produção de 153.538,2 

milhões de toneladas, em uma área de aproximadamente 43 milhões de hectares 

(Figura,1), tornando a soja a commodity agroindustrial mais produzida e exportada no 

país. (Figura 1) (CONAB, 2023). 

 

Figura 1: Quantidade de soja colhida (em toneladas) na safra 2022/2023 em cada estado 

brasileiro. Os tons mais escuros representam os maiores produtores, enquanto os tons mais claros 

indicam os menores produtores do país (CONAB, 2023).  

 

Grande parte da produção é destinada à alimentação animal, sendo utilizada 

como fonte de proteína no farelo. Uma parcela também é consumida pela indústria 

alimentícia humana, especialmente na forma de óleo de soja. Além disso, o país é um 

dos maiores exportadores mundiais de soja, com destaque para a China e outros 

países asiáticos como principais destinos. A soja brasileira também é utilizada na 

produção de biodiesel, contribuindo para o setor de biocombustíveis. Na indústria 

química brasileira, a soja é matéria-prima para a produção de diversos produtos, como 

tintas, solventes e lubrificantes (FRANÇA, 2023). Essa versatilidade torna a soja um 

componente essencial da economia brasileira e global, como vemos na figura 2.  
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Figura 2: Destino e uso da soja brasileira da safra 2022/2023, onde 61% do grão foi exportado in natura, 

e outros 39% foi para o processamento, desses 80% foram para a produção de farelo que auxilia outras 

cadeias produtivas e os 20% para a fabricação de óleo.  

 

Na safra 2022/2023, a soja produzida no Brasil é amplamente utilizada e 

destinada a diferentes fins. Principalmente, é exportada para países como China e 

União Europeia, onde é processada para a produção de óleo e farelo de soja. Além 

disso, uma parte significativa é direcionada à alimentação animal, como ração para 

aves, suínos e bovinos, fornecendo uma fonte importante de proteína na dieta desses 

animais. Outra aplicação relevante é na indústria de óleo vegetal, onde a soja é uma 

fonte essencial para a produção de produtos como óleo de cozinha, margarina e 

maionese. Uma fração da produção é utilizada na fabricação de biodiesel, 

contribuindo para os biocombustíveis e a sustentabilidade energética. Por fim, em 

menor escala, parte da soja é destinada ao consumo humano, sendo utilizada na 

produção de alimentos como óleo de soja, tofu e leite de soja. Esses diferentes usos 

destacam a importância e versatilidade da soja brasileira nos mercados nacional e 

internacional (LU et al., 2023; SAKAI; KOGISO, 2008). 

O grão de soja é consumido in natura ou processado. Em países orientais o 

consumo in natura é muito apreciado, porém, a forma processada é a mais utilizada 
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mundialmente, dando origem a diversos produtos como leite de soja, molho shoyo, 

tofu entre outros. O farelo e o óleo são produtos que recebem destaque. O óleo de 

soja é muito utilizado na produção de margarina, óleo comestível, e também 

empregado para o setor industrial, sendo usado como matéria-prima na produção de 

vários produtos como: sabonetes, tintas, vernizes, biodiesel entre outros. O farelo é 

utilizado na alimentação animal, sendo a principal fonte de proteína vegetal na 

composição de rações, principalmente para a aves, suínos, peixes e bovinos (MELLO; 

BRUM, 2020). 

O ciclo da soja no sul do pais estende-se do início da primavera até o final do 

verão. Durante este período a soja está sujeita à diversos fatores naturais, que 

alteraram o crescimento e desenvolvimento, e consequentemente, o ciclo da planta. 

Apesar de, atualmente, o Brasil se destacar como maior produtor de soja, do mundo 

tem sido registrada perdas devido aos fatores climáticos adversos como seca, pois 

são determinantes para o rendimento da cultura, uma vez que diretamente sobre o 

crescimento e a floração. (PEIXOTO; SILVA, 2023). 

 

3.2 Impactos econômicos da seca na soja 

 

A soja, uma cultura agrícola amplamente cultivada em diferentes partes do 

mundo, é extremamente sensível à escassez de água, o que afeta sua produção de 

maneira significativa. A falta de água durante o ciclo de crescimento da soja resulta 

em estresse hídrico, impactando negativamente seu crescimento, desenvolvimento, 

produtividade e qualidade dos grãos (FAROOQ et al., 2012). 

A disponibilidade limitada de água no solo reduz a capacidade das raízes em 

absorver água e nutrientes essenciais, o que leva a um crescimento mais lento das 

plantas. As folhas da soja também podem apresentar redução em seu tamanho e área 

foliar devido à seca, afetando a capacidade da planta de realizar a fotossíntese e, 

consequentemente, a produção de carboidratos (SOUZA, 2023). Além disso, a seca 

interfere no desenvolvimento reprodutivo da soja. A floração da planta pode ser 

comprometida, levando à queda de flores e à formação inadequada de vagens. 

Mesmo que as vagens se formem, a falta de água pode resultar na redução do número 
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de grãos por vagem e afetar o enchimento dos grãos, diminuindo a produção total de 

grãos por hectare (FAROOQ et al., 2012; LIU et al., 2018; SILVA, 2023). 

O estresse hídrico também desencadeia respostas fisiológicas nas plantas de 

soja. Para conservar água, as plantas fecham os estômatos, diminuindo a 

transpiração, mas limitando a absorção de dióxido de carbono necessário para a 

fotossíntese (DA SILVA, 2021). Isso afeta o metabolismo da planta, podendo 

comprometer ainda mais seu crescimento e desenvolvimento (BASSO, 2022; 

FAROOQ et al., 2012). 

Os fatores climáticos são determinantes para o sucesso das lavouras, climas 

adversos resultam em perdas de produção e qualidade. Entre as condições 

ambientais adversas, a seca é a que mais interfere na produção de soja, causando 

perdas de até 80% (FARIAS et al., 2011). Dados coletados entre as safras de 1976/77 

a 2013/14, mostraram que aproximadamente US$ 79,62 bilhões foram perdidos na 

produção do grão devido a eventos de seca (FERREIRA, 2016). Porém apenas na 

última safra houve uma perda de 14,9 bilhões de dólares, em comparação aos últimos 

anos, mostra o quanto a seca vem crescendo e se intensificando (EMBRAPA, 2023). 

A perda econômica para a soja nos últimos anos, gerada por fatores bióticos e 

abióticos totalizou R$ 19,3 bilhões, podendo ser ressaltado as expressivas perdas nas 

safras 2015/2016 e 2019/2020, e a perda moderada na safra de 2018/2019 

(HIRAKURI, 2021). Devido a estas adversidades, os estados do sul do Brasil 

alcançaram uma perda de quase 5 milhões de toneladas do grão, resultado em um 

prejuízo de US$ 8 bilhões (KIST et al., 2021). O Paraná que é o segundo maior estado 

produtor do grão, apresentou recordes de perdas na safra de 2021/2022, tendo a 

lavoura prejudicada pela falta de chuvas e altas temperaturas, entre janeiro e 

fevereiro, período importante para desenvolvimento da soja (CONAB, 2023; SEAB, 

2021). 

A seca é um problema global, a qual tem origem atribuída ao aumento da 

concentração de gases do efeito estufa na atmosfera, o que resulta no aumento da 

temperatura média global, e consequentemente em mudanças climáticas por todo o 

planeta (LUCON et al., 2022). Sendo assim, a expectativa é que para os próximos 

anos ocorra uma expansão com agravamento do déficit hídrico em áreas que 

atualmente sofrem com as secas (ASSAD; PINTO, 2008; FARIAS, 2011; JAGGARD 

et al., 2010). 
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A capacidade vegetal de tolerar condições ambientais adversas envolve a 

participação de diversos mecanismos de defesa, que vão desde o nível molecular e 

celular, até respostas fisiológicas da planta como um todo (FANG; XIONG, 2014). 

Assim, estratégias que visem diminuir os prejuízos decorrentes do déficit hídrico são 

relevantes para garantir a estabilidade produtiva.  

 

3.3 Estratégias para mitigação dos efeitos da seca na cultura da soja  

 

A produção agrícola enfrenta desafios significativos devido à frequente 

ocorrência de secas, afetando culturas como a soja (MATOCHECK et al., 2023). Para 

diminuir esses impactos, várias estratégias têm sido adotadas. O desenvolvimento de 

variedades de soja mais tolerantes à seca por meio do melhoramento genético é uma 

delas. Além disso, técnicas de manejo da água, e práticas que conservam a umidade 

do solo, desempenham um papel crucial na redução dos efeitos da seca 

(ZANDALINAS et al., 2016). 

Estratégias como o zoneamento climático é uma ferramenta importante para o 

planejamento ao dividir uma região em diferentes zonas climáticas, os planejadores 

podem tomar decisões mais informadas sobre quais culturas são mais adequadas 

para o cultivo em determinadas áreas, quais práticas de conservação são mais 

eficazes em cada zona. Quando se trata de tolerância à seca, o zoneamento climático 

desempenha um papel crucial ao identificar áreas que são naturalmente mais 

propensas a secas frequentes ou prolongadas. Com essa informação, medidas de 

adaptação e mitigação podem ser implementadas para ajudar as comunidades a lidar 

com os desafios associados à escassez de água e à seca. 

 Outra estratégia é o plantio direto e a rotação de culturas que são adotadas 

para conservar o solo, melhorar sua estrutura e capacidade de reter água 

(REGINATTO et al., 2023). O uso de bioestimulantes e condicionadores do solo auxilia 

no desenvolvimento das plantas, aumentando sua resistência à seca (BEGUELINE et 

al., 2021). O manejo nutricional adequado também é essencial para fortalecer as 

plantas e prepará-las para enfrentar condições de estresse hídrico (RENGASAMY, 

2010).  

A previsão meteorológica e o monitoramento climático ajudam os agricultores 

a se antecipar em períodos de seca, com medidas como ajuste do manejo da cultura 
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conforme necessário (BEZERRA et al., 2022). Estratégias de plantio e escolha das 

épocas de semeadura são cuidadosamente consideradas para minimizar os impactos 

da seca. Educação agrícola e treinamento sobre práticas sustentáveis também são 

fundamentais para capacitar os agricultores a lidar com a seca de maneira eficaz. A 

diversificação de culturas, envolvendo rotação de culturas e sistemas agrícolas, pode 

oferecer estabilidade ao sistema agrícola diante de condições climáticas imprevisíveis, 

incluindo períodos de seca (TOLFO et al., 2022). A combinação dessas estratégias 

junto a genética desempenha um papel crucial na tolerância à seca, garantindo uma 

produção mais sustentável e adaptada às condições climáticas variáveis, como 

tolerância à seca em plantas (PRETTY et al., 2006). 

Os avanços na genética permitem identificar e estudar genes específicos 

envolvidos na resposta das plantas à seca. Esses genes desempenham um papel 

fundamental na ativação de vias metabólicas, regulação hormonal, controle do 

fechamento dos estômatos e na síntese de proteínas ou moléculas que protegem as 

células vegetais durante períodos de escassez de água (NAKASHIMA et al., 2014; 

SANTILIANO et al., 2023). 

Por meio de técnicas como a seleção genômica e o melhoramento genético, é 

possível identificar e incorporar genes associados à tolerância à seca em variedades 

de plantas de interesse agronômico. Isso permite o desenvolvimento de plantas mais 

tolerantes, capazes de manter um bom desempenho e produtividade mesmo sob 

condições de estresse hídrico (MELO et al., 2022; RIBAUT; RAGOT, 2006). Além 

disso, o melhoramento oferece a oportunidade de compreender as interações 

complexas entre os diferentes genes e fatores ambientais que influenciam a resposta 

das plantas à seca. Essa compreensão mais profunda dos mecanismos genéticos 

subjacentes à tolerância à seca possibilita estratégias mais direcionadas e eficazes 

no desenvolvimento de cultivos mais resilientes a essas condições adversas 

(NAKASHIMA et al., 2014). 

A transgenia revolucionou a agricultura, oferecendo soluções inovadoras para 

aprimorar características de interesse agrícola em diversas culturas. Essa tecnologia 

permite a introdução de genes de maneira precisa, impulsionando o desenvolvimento 

de plantas mais adaptadas a condições adversas (OLIVEIRA et al., 2020). Através da 

transgenia, genes de resistência à seca de outras espécies podem ser inseridos na 

soja, conferindo-lhe características de tolerância à escassez de água (RAUF et al., 

2016). 
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3.4 Os genes NAC e sua relação com a seca  

 

A família de genes NAC compreende fatores de transcrição presentes em 

plantas. Os fatores de transcrição são proteínas vitais que coordenam a expressão 

gênica atuando na transcrição do DNA em RNA mensageiro (mRNA) (MOHANTA et 

al., 2020). Sua função primordial reside na regulação da atividade dos genes, 

controlando o momento, local e quantidade em que os genes são ativados dentro das 

células ou organismos (TAN: WILKINSON, 2022). Esses genes específicos da família 

NAC exercem um papel significativo na governança do desenvolvimento vegetal, na 

resposta a condições de estresse e na modulação do crescimento das plantas (SAIMI 

et al., 2023). 

A sigla "NAC" é derivada dos primeiros genes identificados na família de fatores 

de transcrição: NAM (No Apical Meristema), ATAF1/2 (Transcription activator factor in 

Arabidopsis 1 and 2) e CUC2 (Cup Shaped Cotyledon). O gene NAM (No Apical 

Meristem), está associado ao desenvolvimento das plantas, mais especificamente ao 

crescimento do meristema apical, envolvidos em vários processos de 

desenvolvimento, incluindo resposta ao estresse, regulação do crescimento e 

desenvolvimento de órgãos. Eles são altamente conservados e desempenham 

funções essenciais em várias etapas do ciclo de vida das plantas. Foi o primeiro a ser 

identificado, encontrado inicialmente em Arabidopsis thaliana, uma planta modelo 

usada frequentemente em pesquisas botânicas (XU, 2023). 

 Posteriormente, os genes ATAF1 e ATAF2 foram descobertos como membros 

dessa mesma família, reconhecidos por seu papel como ativadores de transcriptase 

em Arabidopsis. Os fatores de transcrição ATAF têm sido implicados em uma 

variedade de processos biológicos em plantas, incluindo regulação do 

desenvolvimento, resposta ao estresse e defesa contra patógenos. Eles 

desempenham papéis importantes na regulação da expressão gênica em resposta a 

vários estímulos ambientais, como estresse hídrico, salinidade, temperatura e 

patógenos, entender como as plantas respondem ao estresse ambiental pode ajudar 

a desenvolver culturas mais tolerantes e adaptadas a condições adversas (ROSSI, 

2022). 
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Por fim, o gene CUC2 foi o terceiro a ser identificado nessa família de fatores 

de transcrição, atribuído pelo seu envolvimento no controle do desenvolvimento do 

meristema e na formação de estruturas florais em plantas. O gene significa "Cup-

shaped Cotyledon 2" (cotilédon em formato de copo 2) (FERREIRA, 2021). 

O gene CUC2 desempenha um papel crucial no desenvolvimento da planta, 

especialmente na formação de órgãos, como cotilédones e folhas. Ele regula a 

morfogênese dos órgãos durante a embriogênese e o desenvolvimento pós-

embriogênico, influenciando a diferenciação celular e o padrão de crescimento. Além 

disso, o gene CUC2 também está envolvido na regulação do meristema apical, que é 

responsável pelo crescimento e desenvolvimento contínuos da planta. Mutantes do 

gene CUC2 em Arabidopsis exibem características fenotípicas anormais, como 

cotilédones em formato de copo e folhas irregulares, o que destaca a importância 

desse gene para o desenvolvimento normal das plantas. A descoberta desses genes 

pioneiros na família NAC desempenhou um papel crucial na compreensão inicial das 

funções e características dos fatores de transcrição presentes nessas plantas (LI et 

al., 2021). 

Os genes pertencentes à família NAC são responsáveis pela codificação de 

fatores de transcrição que apresentam uma estrutura molecular altamente 

conservada. Essa estrutura é caracterizada por um domínio altamente preservado 

localizado na região N-terminal, conhecido como domínio NAC, e por uma região C-

terminal variável, que desempenha um papel crucial na determinação das 

características funcionais específicas do gene. A região N-terminal, em geral, está 

associada à capacidade de ligação ao DNA e interações entre proteínas, enquanto a 

região C-terminal é notável por sua variabilidade estrutural, conferindo especificidade 

funcional aos fatores de transcrição (PODZIMSKA-SROKA et al., 2015; TRAN et al., 

2007). 

Na figura 3 se tem um esquema em nível molecular de como os genes da 

família NAC são desencadeados após a planta receber um sinal de estresses 

desempenham funções cruciais na ativação de respostas adaptativas para lidar com 

essa condição desafiadora. Eles operam regulando a expressão gênica, tanto 

ativando quanto reprimindo genes envolvidos na resposta ao estresse hídrico. Além 

disso, os genes NAC podem iniciar vias de sinalização que levam à produção de 

hormônios do estresse, como o ácido abscísico, que é fundamental para induzir 

respostas adaptativas, como o fechamento dos estômatos para reduzir a perda de 



29 

água. Eles também influenciam nas características morfológicas e fisiológicas, como 

o crescimento de raízes mais profundas e a acumulação de solutos osmoprotetores. 

Além disso, os genes NAC podem regular a expressão de enzimas antioxidantes, 

protegendo a planta contra danos oxidativos associados ao estresse hídrico. Em 

conjunto, esses mecanismos coordenados pelos genes NAC ajudam as plantas a 

enfrentar e superar o estresse hídrico, mantendo sua sobrevivência e adaptação em 

condições ambientais adversas (DAVID, 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 3: Esquema ilustrativo destacando o papel dos genes da família NAC (NAM, ATAF e CUC) na 

resposta das plantas a estresses ambientais. Quando exposta a estresses, a planta ativa os genes da 

como parte de sua resposta adaptativa, onde 1 o sinal de estresses é captado, 2 o sinal vai ser traduzido 

para o núcleo com auxílio de mensageiros secundários, 3 no núcleo vai liberar uma serie de fatores de 

transcrição entre eles os genes da família NAC, e 4 a planta assim consegue tolerar mais o estresse.  

 

Os genes pertencentes à família NAC exercem um papel crucial no 

desenvolvimento morfológico das plantas, impactando diretamente a formação e 

crescimento de estruturas como raízes, folhas, flores e frutos. Além disso, 

desempenham um papel fundamental na regulação do crescimento de diferentes 

órgãos e na criação dos vasos condutores, contribuindo assim para a arquitetura e o 



30 

desenvolvimento saudável das plantas. Adicionalmente, esses fatores de transcrição 

desempenham um papel significativo na defesa contra patógenos ao regular a 

expressão de genes que conferem resistência a doenças, desempenhando um papel 

crucial na resposta das plantas a estresses bióticos (LIU et al., 2018).  No contexto da 

resposta ao estresse, os genes NAC têm uma influência significativa na adaptação 

das plantas a estresses abióticos, tais como seca, salinidade, temperaturas extremas 

e escassez de nutrientes. Eles modulam a expressão de genes associados à 

tolerância a esses estresses, conferindo às plantas a capacidade de enfrentar 

condições adversas (LI et al., 2018). 

Os genes da família NAC, desempenham um papel crucial na resposta das 

plantas ao déficit hídrico. Esses genes exercem controle direto sobre a expressão de 

vários genes envolvidos na adaptação das plantas às condições de escassez de água. 

Através de sua ação reguladora, os genes NAC influenciam a expressão de genes 

associados a funções vitais durante a seca, como enzimas antioxidantes e proteínas 

de sinalização, permitindo assim uma resposta adaptativa. Em períodos de seca, os 

fatores de transcrição NAC também desempenham um papel na ativação de vias de 

sinalização intracelular, incluindo as vias mediadas por fitormônios como o ácido 

abscísico (ABA), um importante mediador da resposta ao estresse hídrico (SILVA, 

2021). Essa ativação promove uma reorganização genética que favorece a 

sobrevivência das plantas em condições de escassez de água (HU et al., 2015; LI et 

al., 2013). 

 O ABA é reconhecido como um dos principais fitormônios envolvidos na 

modulação do crescimento e desenvolvimento das plantas, especialmente diante de 

situações de estresse ambiental, como a seca (OLIVEIRA, 2022). Esses genes 

dependentes de ABA têm sua atividade gênica controlada em resposta aos níveis de 

ácido abscísico no organismo vegetal. Por outro lado, os genes independentes de 

ABA não são diretamente regulados pela presença ou ausência desse hormônio, 

sendo ativados ou inibidos por outros sinais ou estímulos ambientais não relacionados 

aos níveis de ABA na planta (CUTLER et al., 2010; VISHWARKARMA et al., 2017). 

Em situações de escassez de água, os níveis de ácido abscísico aumentam, 

estimulando tanto os genes dependentes quanto os independentes de ABA. Esse 

aumento de ABA desencadeia respostas adaptativas que auxiliam as plantas a 

enfrentar e sobreviver em condições de estresse hídrico, permitindo uma melhor 

adaptação e sobrevivência diante da falta de água (VISHWAKARMA et al., 2017). 
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Outro ponto relevante é a influência dos genes NAC no desenvolvimento de estruturas 

adaptativas, como o crescimento de raízes mais profundas e densas, o que aumenta 

a capacidade das plantas de explorar uma área maior do solo em busca de água e 

nutrientes. Os fatores de transcrição NAC desempenham um papel significativo na 

regulação da tolerância à desidratação, contribuindo para a manutenção da 

integridade das membranas celulares e, consequentemente, para a sobrevivência das 

plantas em condições de estresse hídrico (CHEN et al., 2015; NAKASHIMA et al., 

2009; NURUZZAMAN et al., 2013;  SANTILIANO et al .,2023). 

Em síntese, os genes pertencentes à família NAC desempenham um papel 

crucial e diversificado na adaptação das plantas à seca. Eles coordenam uma ampla 

gama de respostas moleculares, bioquímicas e fisiológicas, conferindo às plantas a 

capacidade não apenas de sobreviver, mas também de se recuperar diante de 

condições desfavoráveis de escassez de água. Compreender detalhadamente esses 

mecanismos pode ser de grande importância para o desenvolvimento de estratégias 

voltadas ao cultivo de plantas mais resilientes à seca, o que, por sua vez, pode 

contribuir significativamente para garantir a segurança alimentar em áreas afetadas 

por condições ambientais adversas. 
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Abstract 
This study addressed the NAC gene family in Arabidopsis thaliana and Glycine max, 
focusing on differential gene expression under water deficit conditions and the 
evolution of these genes. Employing bioinformatics techniques, we unveiled complex 
orthologous patterns, including 1-M (One-to-Many) and M-M (Many-to-Many) 
relationships, reflecting a diverse evolutionary history with gene duplication events in 
Glycine max. Phylogenetic analysis revealed remarkable conservation of NAC protein 
domains in the N-terminal portion in both plant species, suggesting an essential and 
conserved function. Longer promoters without overlap in adjacent genes in soybean 
NAC genes were also observed. Furthermore, gene expression analyses by RT-qPCR 
were conducted on two soybean cultivars, BR 16 and Embrapa 48, under water deficit. 
A general trend increase in the expression of all NAC genes in the leaves of both 
cultivars was identified, with ANAC 105/NAC 76.2 and ATAF 1/NAC 2.2 showing a 
50% increase in expression in the drought-sensitive cultivar BR 16. In the roots, these 
genes also exhibited higher expression in BR 16, with level increases of 8% and 28%, 
respectively, while the ANAC 40/NAM gene increased by 16.5% in the drought-tolerant 
Embrapa 48. The results highlighted the complexity of the genetic responses of 
soybean cultivars to water deficit and the importance of NAC genes in the response to 
abiotic stresses. The conservation of protein domains and differential regulation of 
NAC genes suggest evolutionary strategies for adaptation to environmental stressful 
conditions in plants. 
 
 
Keywords: NAC Gene Family, Drought Tolerance, Gene Evolution, Abiotic Stress, 

Soybean Adaptation, Gene Expression Analysis. 
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Introduction 
 

Soybean (Glycine max) is a crucial component of global food security and in the 

agricultural economy of Brazil, encompassing a cultivation area of 44.080,1 hectares 

and yielding an annual harvest of 154.609,5 million tons, according to National Supply 

Company (CONAB) (2023). Despite its substantial economic importance, soybean 

cultivation in Brazil is increasingly vulnerable to environmental challenges, particularly 

drought, which led to a significant loss of 7.3 million tons in the 2020/2021 crop season 

(Grãos, 2020). This challenge is further amplified by global climate changes and rising 

temperatures, as highlighted by the "Intergovernmental Panel on Climate Change" 

IPCC (2019). 

In this context, genetic research on drought tolerance in plants like soybean 

becomes critical. A particular focus of the study is the of the no apical meristem (NAM), 

Arabdopsis thaliana transcription activation factor (ATAF1,2), cup-shaped cotyledon2 

(CUC2) or NAC gene family, known for its key role in plant response to water deficit. 

These genes belong to both ABA (abscisic acid) dependent and independent 

pathways, participating in distinct genetic and regulatory responses to water deficit. 

These pathways are crucial in modulating the expression of genes that confer drought 

tolerance, involving the action of transcription factors such as AREBs from the ABA-

dependent pathway and DREBs, part of the ABA-independent pathway (Barbosa et 

al., 2013; Becerra et al., 2017; Fuganti-Pagliarini et al., 2017; Leite et al., 2014; Molinari 

et al., 2023). 

Considering the actual and upcoming world scenarios, with increasing 

population and food demand, the development of soybean cultivars capable of 

withstanding increasingly frequent and severe drought conditions, a critical demand in 

agriculture in the face of global climate changes, is essential to ensure food security. 

This study aimed to conduct a comparative evolutionary analysis of the NAC gene 

family in Arabidopsis thaliana and Glycine max, focusing on their differential 

expression under water deficit conditions. Evaluating both drought-tolerant and 

drought-sensitive soybean cultivars is essential to understanding the genetic variations 

in plants’ tolerance to drought. Ultimately, this knowledge will add to current research 

focusing on obtaining soybean cultivars more drought-tolerant aiming to minimize 

loses while maintaining yield. 
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Materials and Methods 
 
Selection and Characterization of NAC genes 

 
This study investigated the genetic basis of drought tolerance in soybean 

(Glycine max), focusing on the NAC gene family, which is known for its role in plant 

stress responses. Specific NAC genes from Arabidopsis thaliana - AT1G01720, 

AT1G52890, AT5G66300, AT2G42400, AT1G71930, AT5G39610, AT3G49530, and 

AT2G27300, were selected based on the work of Jensen et al. (2010). For comparative 

analysis, the soybean genome references from versions Wm82.a2.v1 (Schmutz et al., 

2010) and Wm82.a4.v1 (Lawrence-Dill, 2019) were retrieved from the Phytozome V13 

database (available at: https://phytozome-next.jgi.doe.gov/). 

Protein characterization involved analyzing conserved domains using the 

NCBI Conserved Domain Database (available at: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/). 

Promoter regions were characterized using the RSAT Plant tool (available at: 

http://rsat.eead.csic.es/plants/), focusing on cis-regulatory elements ABRE (Abscisic 

Acid Response Element, ACGT; Hobo et al., 1999; Narusaka et al., 2003) and DRE 

(Dehydration Response Element, consensus sequence CCGAC; Dubouzet et al., 

2003; Narusaka et al., 2003). This analysis employed custom shell scripts. 

             Protein homology were evaluated using GenomeBrowser Persephone 

(Available at: https://persephonesoft.com/). Protein sequence alignments were 

conducted with Muscle (Available at: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Using 

these alignments, a dendrogram was constructed via iTOL (Available at: 

https://itol.embl.de/) to compare Arabidopsis and soybean protein sequences, 

facilitating the visualization of phylogenetic relationships and conservation of NAC 

genes potentially involved in drought response. 

 

Water Deficit Experiment  

 
To evaluate GmNAC genes expression in two conventional soybean cultivars, 

BR 16 (drought-sensitive) and Embrapa 48 (drought-tolerant) (Oya et al., 2004) an 

experiment was conduted in greenhouse conditions. The experiment was performed 

in a randomized complete block design (RCBD) with three block replicates and nine 

biological replicates. BR 16 and Embrapa 48 soybean cultivars were submitted to 
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control - C and water deficit – WD treatments.  

For germination, seeds of both soybean cultivars were placed on Germitest.  

paper, adhering to seed analysis guidelines. Uniform radicle-emerged seedlings 

underwent treatment with Bradyrhizobium japonicum inoculant (Atmo©️) at a 

concentration of 5.0x109 ml-1 and were then transplanted into five-litre pots containing 

sterilized, dried, and sieved soil in a 1:1 soil/sand ratio. Irrigation was maintained until 

the V4 developmental stage. After that, plants were submitted to WD by withholding 

irrigation for seven days. Plants were considered under water deficit conditions when 

stomatal conductance (gs) was lower than 0.2 mol H2O m-2s-1, as defined by Flexas 

et al. (2004) and Salinet (2009). Measurements were conducted using a portable 

photosynthesis analyzer, model LCpro-SD (ADC BioScientific). Plants under control 

conditions were kept irrigated.  

On the seventh day of the experiment, leaf and root samples from soybean 

plants under both treatments were collected and immediately immersed in liquid 

nitrogen for molecular analyses. Nine individual samples from each soybean cultivar 

were collected and subsequently bulked into three samples, each containing three 

plants. The samples were stored at -80°C until RNA extraction. 

 

RT-qPCR Analysis 

 
Total RNA extraction was performed using the Trizol® reagent, following the 

manufacturer's recommendations (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). After extraction, 

any residual DNA was removed using the DNAse I kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

To confirm the absence of genomic DNA, a PCR was conducted using intron-specific 

primers for β-actin, and the products were visualized on a 1% (v/v) agarose gel. cDNA 

synthesis from purified total RNA was carried out using the Super Script® III First-

Strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), utilizing an aliquot of 1.5 

μg.  

 To analyze the expression of drought response-related genes, a real-time 

quantitative PCR with reverse transcription (RT-qPCR) was performed. Specific primer 

sets for each gene were designed: NAC 2.1 (Glyma.14G152700—primer F 

5′GACGAGAAGCCGGAGATTC3′/ primer R 5′GTCGGAAGCCTCGAAGTACA3′), 

NAC 2.2 (Glyma.13G030900—primer F 5′GTGAAGCCGGAGTATACGG3 ′/primer R 

5′CACCTGCTCCGAACAGCT3′), NAC 76.1 (Glyma.11G075400—primer F 5′ 
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TGTTGGAGTACTCTCATCAAGC3 ′/ primer R 5′ CGCATATCCCATTGTCACAG3′), 

NAC 76.2 (Glyma.01G167900—primer F 5′GTAATGGAGTACCCTCAAGC3 ′/primer R 

5′GAAATGGGCTCAACCTGTTC3′), and NAM (Glyma.13G314600—primer F 

5′ACTGGCAAAGAGCGAAATGT3 ′/primer R 5′TAGGTGCACGCCCTAAGTG3′). 

Sequences were obtained from Phytozome v13 and primers were designed using 

Primer3Plus software (Software Primer3Plus, 2022). Primer dimerization was checked 

using Multiple Primer Analyze software (Software Multiple Primer Analyze, 2022). 

RT-qPCR reactions were prepared with 0.2 μM of each F and R primers, and 

1× Platinum® SYBR Green® qPCR SuperMix UDG reaction buffer (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Relative gene expression quantification was carried out in three 

biological replicates and three technical replicates (n=9). The reactions were 

performed on a Real-Time 7900HT thermal cycler (Applied Biosystems). Cycling 

conditions were as follows: denaturation at 95°C for 10 min, 40 cycles of 95°C for 15 

sec, 60°C for 1 min, and a melting curve cycle of 95°C for 15 sec, 60°C for 15 sec, and 

95°C for 15 sec. Reference genes NUDIX (Glyma.15G050200—primer F 

5′TGAGTGTTAGAAGGGCTACTGG3′/primer R 5′AACTTTGCCAACGGCATC3′) and 

Fyve (Glyma.13G114700—primer F 5′TTCTGTCTTCTGCAAGTGGTG3′/primer R 

5′GATCCCTCCATACATTTCAG3′) were used as normalizers, as described by 

Marcolino-Gomes et al. (2015). Relative expression levels were calculated using the 

2−ΔΔCt formula, adjusted for primer efficiencies (Livak and Schmittgen, 2001). 

 

Results 
 
Comparative Phylogenetic and Orthologous Analysis of the NAC Gene Family 

between Arabidopsis thaliana and Glycine max 

 
The comparative analyses of the NAC gene family between Arabidopsis 

thaliana and Glycine max are illustrated in Figure 1. Figure 1A visually displays the 

phylogenetic relationships, while Figure 1B provides a detailed orthologous summary. 

In the following subsections, data from Figure 1B will be detailed to elucidate the 

dynamics of gene conservation and diversification between the species. Emphasis was 

placed on analyzing orthologous relationships, and the functional depth of these 

evolutionary connections.  
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Figure 1. Phylogenetic tree and orthologous profile of ANAC/NAC transcription factors 
in Arabidopsis thaliana and Glycine max. In (A), neighbor-joining phylogenetic tree with 
distance corrections, generated using MUSCLE software and visualized via iTOL, 
highlighting the orthologous relationships among NAC transcription factors, with 
colored clades indicative of different transcription factors. Genes in green were 
subjected to quantitative gene expression analysis by RT-qPCR. Branch lengths are 
represented in cladogram format, indicating kinship relationships without real 
proportions of evolutionary distance.  
 

Phylogenetic Analysis of the NAC Gene Family in Arabidopsis thaliana and 

Glycine max 

 
The conducted phylogenetic analysis revealed that the majority of NAC family 

clades in Arabidopsis thaliana and Glycine max follow an expected pattern of 

orthology. However, a notable exception was identified in the clade including the 

ANAC105/NAC76 gene. In this specific clade, the Arabidopsis gene AT5G66300.1 

(ANAC 105/NAC 76) exhibited higher similarity with the sequences of Glycine max 

genes Glyma.11G075400.1 (NAC 76) and Glyma.01G167900.1 (NAC 76) than with its 

own species' orthologous counterparts, which are the genes AT4G36160.1 and 

AT2G18060.1 (Figure 1A).   
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Figure 2: a table consolidating orthologous relationships, with alignment scores and 
sequence similarities, based on the soybean reference genomes Wm82.a2.v1 and 
Wm82.a4.v1 from Phytozome v13. Annotations include: "(oo)" for 'other orthologous', 
"12" indicating a 'one-to-two' relationship, and "2-2" for 'two-to-two'. 
 

 

Orthology and Conservation of the ATAF1/NAC2 Gene 

 
The gene AT1G01720.1 encodes the transcription factor ATAF1/NAC2. In 

Arabidopsis, this gene is represented by a single ortholog, suggesting an essential and 

highly conserved function in this species. In contrast, in soybean, two true orthologs 

were identified: Glyma.04G249000.1 and Glyma.06G114000.1, both displaying high 

protein (aminoacidos) similarity of 84.9% to Arabidopsis' ATAF1, with alignment scores 

ranging from 407 pb (trocar as bp) to 411pb. These genes in G. max are annotated as 

GRAB 1-like protein. Additionally, two genes in soybean were identified as 'best hits' 

in relation to AT1G01720.1: Glyma.14G152700.1 and Glyma.13G030900.1, with 

sequence similarities of 83.5% and 78.9%, respectively, and alignment scores of 418 

Transcript Name Ortho Score Similarity Defline

AT1G01720.1 1.1 607 100 ATAF 1/ NAC 2 
Glyma.04G249000.1 1.M 411 84.9 GRAB1-LIKE PROTEIN
Glyma.06G114000.1 1.M 407 84.9 GRAB1-LIKE PROTEIN
Glyma.14G152700.1 Best hit 418 83.5 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 2
Glyma.13G030900.1 Best hit 402 78.9 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 2

AT1G52890.1 1.1 669 100 ANAC 19/NAC 19 
Glyma.12G221500.1 M.M 345 81.8 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 19-RELATED
Glyma.13G279900.1 M.M 341 71.8 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 19-RELATED
AT3G15500.1 TO NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 19-RELATED

AT5G66300.1 1.1 616 100 ANAC 105/NAC 76 
Glyma.11G075400.1 Best hit 344 80.6 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 76-RELATED
Glyma.01G167900.1 Best hit 343 80.2 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 76-RELATED
AT4G36160.1/ AT2G18060.1 TO NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 76-RELATED

AT2G42400.1 1.1 939 100 VOZ 2
Glyma.10G068900.1 Best hit 392 75.6 TRANSCRIPTION FACTOR VOZ1
AT1G28520.2 TO TRANSCRIPTION FACTOR VOZ1

AT1G71930.2 1.1 688 100 ANAC 30/NAM 
Glyma.20G175500.1 1.M 343 72.8  No apical meristem (NAM) protein (NAM) 
Glyma.10G216400.1 1.M 340 72.8  No apical meristem (NAM) protein (NAM) 

AT5G39610.1 1.1 601 100 ANAC 92/ NAC 100
Glyma.05G025500.1 Best hit 309 82 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED
Glyma.17G101500.1 Best hit 308 83.5 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED
Glyma.06G195500.1 Best hit 305 84.5 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED
Glyma.04G167200.1 Best hit 302 84.5 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED

AT3G49530.1 1.1 981 100 ANAC 062
Glyma.14G189300.1 Best hit 295 70.2 N.A.

AT2G27300.1 1.1 706 100 ANAC 40/ NAM 
Glyma.12G186900.1 1.M 296 64.5 No apical meristem (NAM) protein (NAM) 
Glyma.13G314600.1 1.M 294 66.3 No apical meristem (NAM) protein (NAM) 
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pb and 402 pb. These genes are annotated as NAC2 and do not have other orthologs 

in Arabidopsis. The orthologous relationship identified was of the 1-M (one-to-many) 

type, indicating one ortholog in Arabidopsis and multiple in soybean. This suggested 

the occurrence of gene duplications in soybean, leading to the formation of two 

additional NAC2 paralogs, exemplifying gene diversification post-duplication. 

 

Orthology and Conservation of the ANAC19/NAC19 Gene 

 

 
 

The gene AT1G52890.1 encodes the transcription factor ANAC19/NAC19. In 

Arabidopsis, this gene has an additional ortholog, AT3G15500.1, and both share the 

same functional annotation, indicating conservation of gene function. In soybean, two 

true orthologs, Glyma.12G221500.1 and Glyma.13G279900.1, were identified. These 

orthologs exhibit protein similarities of 81.8% and 71.8% to the Arabidopsis 

ANAC19/NAC19 gene, respectively, with alignment scores of 345 pb and 341 pb. Like 

Arabidopsis, these genes in soybean retain the NAC19 annotation. The orthologous 

relationship between the NAC19 genes of Arabidopsis and soybean follows an M-M 

(2-to-2) pattern, indicating a symmetrical correspondence between the two species, 

suggesting a bilateral pattern of gene conservation between species. 

 

Orthology and Conservation of the ANAC105/NAC76 Gene 

 

 
 

The gene AT5G66300.1 encodes the transcription factor ANAC105/NAC76. In 

soybean, this Arabidopsis gene did not show direct orthologs. However, two 'best hits' 

were identified: Glyma.11G075400.1 and Glyma.01G167900.1, exhibiting protein 

similarities of 80.6% and 80.2%, and alignment scores of 344 pb and 343 pb, 

respectively. These soybean 'best hits' are considered true orthologs of the genes 

AT4G36160.1 and AT2G18060.1 in Arabidopsis, both annotated as NAC76, 

suggesting a balanced orthologous relationship of 2:2 between the two species. 

 

y
AT1G52890.1 1.1 669 100 ANAC 19/NAC 19 

Glyma.12G221500.1 M.M 345 81.8 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 19-RELATED
Glyma.13G279900.1 M.M 341 71.8 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 19-RELATED
AT3G15500.1 TO NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 19-RELATED

AT5G66300.1 1.1 616 100 ANAC 105/NAC 76 
Glyma.11G075400.1 Best hit 344 80.6 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 76-RELATED
Glyma.01G167900.1 Best hit 343 80.2 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 76-RELATED
AT4G36160.1/ AT2G18060.1 TO NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 76-RELATED
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Orthology and Conservation of the VOZ2 Gene 

 

 
 

The gene AT2G42400.1 encodes the transcription factor VOZ 2. In soybean, a 

direct ortholog for this gene was not identified. However, a 'best hit', 

Glyma.10G068900.1, was identified, showing a protein similarity of 75.6% and an 

alignment score of 392 pb and being functionally annotated as VOZ 1. This soybean 

'best hit' has true orthology with another Arabidopsis gene, AT1G28520.2, which is 

also annotated as VOZ 1. For the AT1G28520.2 gene, the orthology ratio between 

species was 1:4, based on the soybean reference genome versions Wm82.a2.v1 and 

Wm82.a4.v1. 

 

Orthology and Conservation of the ANAC30/NAM Gene 

 

 
 

The gene AT1G71930.2 encodes the transcription factor ANAC30/NAM. In 

soybean, two corresponding orthologs were identified: Glyma.20G175500.1 and 

Glyma.10G216400.1. These genes exhibit protein similarities of 72.8%, with alignment 

scores of 343 pb and 340 pb, respectively. Both are functionally annotated as NAM, 

like the annotations observed in Arabidopsis. The orthologous relationship observed 

between species for this gene is 1:2, indicating the presence of two orthologs in 

soybean for one ortholog in Arabidopsis. 

 

Orthology and Conservation of the ANAC92/NAC100 Gene 

 

 
 

The gene AT5G39610.1 encodes the transcription factor ANAC92/NAC100. In 

soybean, no direct orthologs for this gene were identified. However, four genes were 

recognized as 'best hits', functionally equivalent to NAC100: Glyma.05G025500.1, 

AT2G42400.1 1.1 939 100 VOZ 2
Glyma.10G068900.1 Best hit 392 75.6 TRANSCRIPTION FACTOR VOZ1
AT1G28520.2 TO TRANSCRIPTION FACTOR VOZ1

AT1G71930.2 1.1 688 100 ANAC 30/NAM 
Glyma.20G175500.1 1.M 343 72.8  No apical meristem (NAM) protein (NAM) 
Glyma.10G216400.1 1.M 340 72.8  No apical meristem (NAM) protein (NAM) 

y pi  ( ) pr  ( )
AT5G39610.1 1.1 601 100 ANAC 92/ NAC 100

Glyma.05G025500.1 Best hit 309 82 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED
Glyma.17G101500.1 Best hit 308 83.5 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED
Glyma.06G195500.1 Best hit 305 84.5 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED
Glyma.04G167200.1 Best hit 302 84.5 NAC DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 100-RELATED
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Glyma.17G101500.1, Glyma.06G195500.1, and Glyma.04G167200.1. These genes 

exhibit protein similarities of around 84%, with alignment scores near 306 pb. Despite 

sharing the same functional annotation as the Arabidopsis AT5G39610.1 gene, these 

soybean 'best hits' have other orthologs in Arabidopsis. 

 

Orthology and Conservation of the ANAC062 Gene  

 
 

 
 

The gene AT3G49530.1, cataloged by Jensen et al. in 2010, encodes the 

transcription factor ANAC062. In soybean, no direct ortholog for this Arabidopsis gene 

was identified. However, a 'best hit' was discovered: Glyma.14G189300.1, exhibiting 

a protein similarity of 70.2% and an alignment score of 295 pb. This gene in soybean 

lacks a specific functional annotation and it is identified as the ortholog of another gene 

in Arabidopsis. 

 

Orthology and Conservation of the ANAC40/NAM Gene 

 

 
 

The gene AT2G27300.1, described by Jensen et al. in 2010, encodes the 

transcription factor ANAC40/NAM. In soybean, two orthologs with the same functional 

annotation as in Arabidopsis were identified: Glyma.12G186900.1 and 

Glyma.13G314600.1. These genes display protein similarities of 64.5% and 66.3%, 

with alignment scores of 296 pb and 294 pb, respectively. For the ANAC40/NAM gene, 

a 1:2 orthology ratio between Arabidopsis and soybean was observed. 

 

Comparative Characterization of Promoter Regions of NAC Family Genes in 

Glycine max and Arabidopsis thaliana 

 

Aiming to identify genes involved in both abscisic acid (ABA)-dependent and 

independent drought response pathways, an emphasis was placed on quantifying 

ABRE (ACGT) and DRE (CCGAC) binding motifs in the promoter regions of selected 

genes. It was observed that soybean genes had longer promoters, showing on average 

y
AT3G49530.1 1.1 981 100 ANAC 062

Glyma.14G189300.1 Best hit 295 70.2 N.A.

AT2G27300.1 1.1 706 100 ANAC 40/ NAM 
Glyma.12G186900.1 1.M 296 64.5 No apical meristem (NAM) protein (NAM) 
Glyma.13G314600.1 1.M 294 66.3 No apical meristem (NAM) protein (NAM) 
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1.947 base pairs (pb), in contrast to Arabidopsis thaliana genes, which showed shorter 

promoters, averaging 1.142 bp (Figure 2). Additionally, promoter analysis revealed an 

average of 0.41 DRE and 4.6 ABRE motif- elements in the promoters of soybean 

genes, while in Arabidopsis, the averages were 0.16 DRE and 3.6 ABRE. In the NAC 

family genes, a predominance of ABRE motifs over DRE was noted in both species. 

Of the 18 soybean genes analyzed, 6 exhibited at least one DRE motif, and among the 

12 Arabidopsis genes studied, 2 displayed at least one DRE motif. Regarding ABRE 

motifs, 15 of the 18 soybean genes investigated had at least 2 ABRE, and among the 

12 Arabidopsis genes, 9 contained at least 2 ABRE. 

 

 

Figure 2. Size of promoters and quantity of DRE and ABRE motifs in NAC family genes 
in soybean and arabidopsis. Magenta bars represent the size of the promoters (in base 
pairs) for each NAC family gene in soybean (Glyma) and Arabidopsis (AT). Green 
lines, with circle and cross markers, represent respectively, the number of ABRE 
(ACGT) and DRE (CCGAC) motifs present in each promoter.  
 

Protein Domain Analyses 

 
The analysis of protein domains demonstrated a high conservation of the PFAM 

domain pfam02365 across both species, indicative of the functional preservation of 

these genes throughout evolution. The proteins encoded by the evaluated NAC genes 

predominantly varied in size between 200 and 400 amino acids (Figure 3). A notable 

feature was the high conservation of the NAC domain intervals, reflecting the structural 

importance of these for the protein's function, mainly concentrated between positions 
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9-139 in the N-terminal portion of the proteins. The e-value results obtained in the 

correspondence analysis with the PFAM domain pfam02365 were remarkably low, 

ranging between 1.06e-59 and 8.99e-62, which reinforced the reliability of classifying 

these proteins within this family of transcription factors. 

Interestingly, the analysis also identified genes that did not clearly correspond 

with the PFAM domain pfam02365, specifically AT2G42400.1 (VOZ 2), 

Glyma.10G068900.1 (Transcription Factor Voz1), and AT1G28520.2 (Transcription 

Factor Voz1) genes. This discovery suggested the presence of proteins with domains 

and functions not yet characterized in the literature, paving the way for future 

investigations into the functional diversity and evolution of NAC proteins in plants. 

 

Figure 3. Distribution of protein domain intervals associated with PFAM pfam02365. 
Each horizontal line represents an individual protein, identified by its Gene ID. The total 
length of the line in green corresponds to the full size of the protein (in amino acids). 
The segments in magenta highlight the location of the pfam02365 protein domain 
within each protein.  
 

RT-qPCR analyses  

 
In this study, we examined the expression of five NAC genes in two soybean 

cultivars, BR 16 and Embrapa 48, considered sensitive and tolerant to drought, 

respectively, under water deficit conditions. In the leaves, a consistent upregulation 

trend across all five genes in both cultivars was identified under water deficit treatment 
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compared to the irrigated control. Notably, nearly all the genes analyzed in the leaves 

did not show significant statistical differences between the cultivars, except for two 

genes. Glyma.13G030900.1 (ATAF 1/NAC 2.2) showed approximately 50% increased 

expression in BR 16 (1.8X) compared to Embrapa 48 (1.2X) Similarly, 

Glyma.01G167900.1 (ANAC 105/NAC 76.2) exhibited 50% higher expression in the 

sensitive cultivar (3.3X in BR 16 vs. 2.2X in Embrapa 48). (Figure 4). 

 

 
Figure 4. Relative gene expression of NAC family genes in Glycine max leaves and 
roots under water deficit treatment. This figure presents the relative expression of the 
genes ATAF1.1/NAC 2.1 (Glyma.14G152700.1), ATAF1.2/NAC 2.2 
(Glyma.13G030900.1), ANAC105.1/NAC 76.1 (Glyma.11G075400.1), 
ANAC105.2/NAC 76.2 (Glyma.01G167900.1), and ANAC 40/NAM 
(Glyma.13G314600.1) in the leaves and roots of Glycine max (soybean). The 
maximum (positive) and minimum (negative) expression values correspond to the 
average of biological triplicates for the BR 16 cultivar in comparison to the Embrapa 
48 cultivar. Error bars indicate the standard error of the biological triplicates. A two-
tailed Student's t-test was used with * P < 0.10 for statistical significance. Bars 
positioned above the x-axis indicate upregulated genes, while those below indicate 
downregulated genes. 
 

In the roots, a different pattern was observed. Most genes continued the trend 

of upregulation in both cultivars under water deficit. However, Glyma.14G152700.1 



54 

was an exception, showing downregulation in both cultivars (with expressions of -1.7X 

in BR 16 and -1.3X in Embrapa 48), without significant statistical differences between 

them. Additionally, in the roots, Glyma.01G167900.1 and Glyma.13G030900 also 

exhibited significant statistical differences between the cultivars, with smaller variations 

than those observed in the leaves, being 8% (1.5 in BR 16 vs. 1.2 in Embrapa 48) and 

28% (1.5 in BR 16 vs. 1.4 in Embrapa 48) respectively for BR 16. Only in the roots, the 

gene Glyma.13G314600 (ANAC 40/NAM) showed a significant increase of 

approximately 16.5% (1.2X in BR 16 vs. 1.4X in Embrapa 48) in expression in the 

drought-tolerant Embrapa 48 cultivar compared to the sensitive BR 16. This study 

highlights the complexity of the genetic responses of soybean cultivars to water stress, 

demonstrating significant variations both between tissues (leaves and roots) and 

between cultivars with different levels of drought tolerance. 

 

Discussion 
 
Orthologous Analysis of the NAC Gene Family in Arabidopsis thaliana and 

Glycine max 

 

This study addressed the orthologous analysis of the NAC gene family in 

Arabidopsis thaliana and Glycine max. Orthologs are genes that share a common 

ancestor between different species, usually maintaining similar functions. In Glycine 

max, the absence of direct orthologs in clades such as ANAC105/NAC76, VOZ2, 

ANAC92/NAC100, and ANAC062 suggested events of genetic loss or functional 

divergence. Concurrently, the presence of genes with similar functions ('best hits') in 

Glycine max, which are not direct orthologs of genes in Arabidopsis thaliana, indicated 

functional convergence, where unrelated genes independently evolve similar 

functions, often as a response to environmental pressures (Chen et al., 2022 Xu et al., 

2020). 

Furthermore, the study revealed that in Glycine max, clades such as 

ANAC30/NAM, ANAC40/NAM, and ATAF1/NAC2 exhibit an orthologous relationship 

of 1:2 compared to Arabidopsis, while ANAC19/NAC19 shows a 2:2 relationship. 

These patterns suggested that gene duplication in Glycine max may have led to 

functional diversification (neofunctionalization) and the conservation of genetic 

functions (subfunctionalization). Neofunctionalization occurs when a duplicated gene 
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evolves new functions, while subfunctionalization involves the division of original 

functions among duplicated genes (Liu et al., 2020, Schmutz et al., 2010). 

The comparison of the genomic configurations highlighted significant 

differences in the NAC gene family between the two species, attributed to the 

complexity of the soybean genome, marked by multiple gene duplications. These 

duplications result in the formation of paralogs, genes that arise by duplication within 

the same organism and can develop new functions or subfunctions. The absence of 

direct orthologs for some evaluated NAC genes reflects the evolutionary dynamics of 

this gene family, suggesting changes or redundancies in important functions in a 

common ancestor. Alternatively, the acquisition of new functions by genes without 

direct orthologs contributes to phenotypic and adaptive diversity among species (Liu 

et al., 2020, Schmutz et al., 2010). 

Regarding this analysis, this study showed that gene duplication events 

distinctively impact the genomes of species. In Glycine max, the presence of multiple 

orthologs in certain genes suggests functional diversification, potentially offering 

adaptive advantages, such as more refined responses to environmental stresses or 

differentiated regulation in plant development. 

 

Promoter Regions of NAC genes and the presence of ABRE and DRE motifs 

 
In this study, the analysis of ABRE and DRE binding motifs in the promoters of 

soybean and Arabidopsis genes provides a profound understanding of gene regulation 

in response to environmental stresses. These elements are fundamental in activating 

the transcription of stress responsive genes, playing a crucial role in the adaptation of 

plants to adverse conditions. Among the most important pathways of plant adaptability 

to drought is the response to ABA dependent - pathway (Aslam et al., 2022; Shinozaki 

and Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Yoshida et al., 2014). This phytohormone is 

responsible for triggering the first defense mechanisms and controlling responses at 

different molecular, physiological, and metabolic levels under drought conditions 

(Bulgakov et al., 2019; Munemasa et al., 2015; Pizzio, 2022). ABA-responsive genes 

can be identified by containing at least two conserved sequences called ABRE motifs 

(ACGT core) in their promoter region, which are necessary for gene transcription, 

generally located within -1 to -2000 bp upstream of the transcription start site (TSS) 
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(Duarte et al., 2019; Hobo et al., 1999; Liu et al., 2020; Maruyama et al., 2012; Uno et 

al., 2000). 

The research by Molinari et al. (2023) complements this analysis by revealing 

that, in soybean cultivars submitted to water deficit, a significant proportion of genes 

are ABA-responsive, indicating the presence of multiple ABRE elements in their 

promoters. The variation in the presence of these motifs between soybean and 

Arabidopsis reflects the specific adaptive needs of each species, suggesting distinct 

stress response mechanisms. The more extensive promoters and greater number of 

ABRE motifs in soybean genes may indicate an evolutionary adaptation to cope with 

more severe or frequent environmental stresses, such as drought. 

The comparison between the two species revealed significant differences in the 

sizes of the promoters without overlaps with adjacent genes and in the abundance of 

ABRE and DRE motifs. While soybean, an agriculturally important crop, may have 

developed more complex stress response mechanisms; Arabidopsis, often used as a 

model in plant biology studies, exhibits shorter promoters and fewer of these regulatory 

elements. The overlap of sequences is a phenomenon observed in various genomes, 

manifesting in different ways. In this context, the type of overlap observed is often 

determined by the promoter's access to a coding region of an adjacent gene (Ho et al., 

2012; Kumar, 2009; Molinari et al., 2020; Wright et al., 2022). Additionally, the 

predominance of ABRE motifs compared to DRE in the NAC family genes, observed 

both in soybean and Arabidopsis, highlighted the significant role of these genes in 

ABA-mediated stress response, opening new possibilities for genetic engineering and 

plant breeding (Maruyama et al., 2012; Molinari et al., 2023). 

 

Conservation and Diversity of NAC Protein Domains in Soybean and 

Arabidopsis 

 
In analyzing the proteins coded by NAC genes in soybean and Arabidopsis, a 

high conservation of the PFAM domain pfam02365, was observed as well as the NAM 

(No Apical Meristem) domain. This conservation suggested the functional preservation 

of these genes throughout evolution in both species. It is important to note that NAC 

proteins are genes that encode a polypeptide containing a highly conserved N-terminal 

domain (Aida et al., 1997; Jahan et al., 2019), as observed in the present study. This 

domain is fundamental to the function of NAC proteins and is involved in gene 
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regulation, including stress responses such as drought and in the regulation of gene 

expression induced by abscisic acid (ABA) (Fujita et al., 2004). Besides the 

conservation of the domain, variations in the size of the NAC proteins were noted, 

predominantly between 200 and 400 amino acids. This variation suggested a 

functional diversity within the NAC protein family, possibly reflecting specific 

adaptations to different environmental contexts or regulatory functions. Understanding 

how these size variations influence the activity of NAC proteins is crucial for elucidating 

the underlying molecular mechanisms of their regulatory function and stress 

responsiveness. 

Intriguingly, some NAC genes that did not clearly correspond to the PFAM 

domain pfam02365 were identified. This observation opened new perspectives for the 

investigation of the functional and evolutionary diversity of NAC proteins in plants, 

suggesting the existence of variants with domains and functions potentially distinct 

from those characterized to date. These atypical genes may represent new regulatory 

mechanisms in response to environmental stresses, contributing to a more 

comprehensive understanding of plant adaptation to different environmental 

conditions. 

 

Differential Expression of NAC Genes in Soybean Sensible and Tolerant to 

Drought  

 
In this study, the expression of five NAC family genes in two soybean cultivars, 

BR 16 and EMBRAPA 48, under water deficit conditions was examined (Figure 4). In 

the leaves, we observed a consistent increase in the expression of these genes under 

water stress in both cultivars was observed. The increased expression observed for 

ANAC 105/NAC 76.2 and ATAF 1/NAC 2.2 genes in the drought-sensitive cultivar BR 

16, suggested a correlation with increased stress sensitivity, aligned with findings by 

Jin et al. (2013) in tobacco. In the roots, most genes continued the trend of increased 

expression level, except for ATAF1/NAC2.1 gene, which showed a pattern of 

downregulation in both cultivars, indicating a differentiated response between leaves 

and roots. Moreover, ANAC 105/NAC 76.2 and ATAF 1/NAC 2.2 displayed smaller 

variations in expression between the cultivars in the roots compared to the leaves, 

being 8% and 28%, respectively. Additionally, the gene ANAC 40/NAM showed an 

approximate 16.5% increase in expression in the drought-tolerant cultivar Embrapa 48. 
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This study revealed the complexity of the genetic responses of soybean cultivars to 

water deficit conditions, with significant variations between tissues and among cultivars 

with different levels of drought tolerance. These results highlighted the complex and 

differentiated regulation of NAC genes, providing valuable insights for the development 

of genetic improvement strategies focused on drought tolerance in soybean.  

Based on the analyses conducted, it can be inferred that, of the eight genes 

initially investigated, three have shown notable relevance for drought tolerance, 

namely, NAC 2, NAC 76, and NAM. Thus, these genes emerge as the most promising 

candidates for potential utilization in future genetic improvement strategies aimed at 

enhancing plant tolerance to water scarcity. 
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