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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar genes candidatos da subfamilia de fatores transcricionais
HD-Zip I que contribuem para a tolerancia a seca em soja. Foram avaliados trifolios de soja de cultivar
tolerante (Embrapa 48) e suscetivel a seca (BR 16), sob trés niveis de deficit hidrico: auséncia, moderado
(-1,5MPa) e severo (-3,0 MPa). Pela andlise dos promotores, foi identificada a presenga de possiveis elementos
cis-regulatorios relacionados a resposta a seca, nos trés genes avaliados (GmHB6, GmHBI13 ¢ GmHB21).
No entanto, ndao houve padrao de distribuicao especifico associado a maior tolerancia do genotipo a seca. Com a
analise comparativa, foram identificados seis elementos cis-regulatorios potencialmente envolvidos na indug¢ao
da expressao génica sob seca. O gene GmHB 13 foi exclusivamente induzido pela seca no genotipo tolerante, e o
gene GmHBO6 apresentou reducdo da expressdao somente no genotipo suscetivel. Ja o gene GmHB2 1, apresentou
aumento da expressdo em ambos os genotipos. O gene GmHB13 ¢ um importante elemento na regulagdo do
mecanismo de tolerdncia a seca em soja, na cultivar tolerante Embrapa 48.

Termos para indexagdo: elementos cis-regulatorios, fatores transcricionais, genémica, PCR em tempo real.
HD-Zip | subfamily gene expression in soybean subjected to drought

Abstract — The objective of this work was to identify candidate genes of the HD-Zip I transcription factors
subfamily that contribute to drought tolerance in soybean. Trifoliate soybean leaves of drought tolerant
(Embrapa 48) and susceptible (BR 16) cultivars were evaluated under three levels of drought: absence, moderate
(-1.5 MPa), and severe (-3.0 MPa). Promoter analysis indicated the presence of putative cis-regulatory elements
related to water stress in the three genes evaluated (GmHB6, GmHB13, and GmHB21). However, there was no
specific pattern of distribution associated with the higher drought tolerance of the genotype. By comparative
analysis, six cis-regulatory elements potentially involved in the induction of gene expression under drought
were identified. Gene GmHB13 was exclusively induced by drought in the tolerant cultivar, and GmHB6 had
its expression reduced only in the susceptible cultivar. Gene GmHB21 showed increased expression in both
genotypes. Gene GmHB13 is an important element in the regulation of the drought tolerance mechanism in
soybean, in the tolerant cultivar Embrapa 48.

Index terms: cis-regulatory elements, transcription factors, genomics, real time PCR.

Introducao

Atualmente, o Brasil ocupa o segundo lugar na
produgdo mundial de soja (Glycine max L.) e, em
cada safra, sdo registrados incrementos, tanto em
area plantada, quanto na quantidade produzida.
O levantamento da Companhia Nacional de
Agricultura ¢ Abastecimento, na safra 2009/2010,
indicou incremento na area plantada de 1,5 milhdo de
hectares, equivalente a um aumento na produgdo de
10,7 milhdes de toneladas, em relacdo a safra anterior
(Companhia Nacional de Abastecimento, 2010).
Entretanto, diversos fatores bidticos ¢ abioticos, como
nematoides, ferrugem asiatica e seca, interferem na
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produtividade da soja (Yorinori et al., 2003; Wrather &
Koenning, 2006; Stolf-Moreira et al., 2010).

A ocorréncia de seca tem-se tornado frequente,
e, como boa parte da area plantada com soja utiliza
variedade de ciclo precoce, as fases de florescimento
¢ formagdo das vagens tornam-se mais seriamente
prejudicadas pela estiagem (Companhia Nacional de
Abastecimento, 2010). Em situac¢des de deficit hidrico,
varios mecanismos podem ser acionados pela planta
para aumentar a tolerancia a seca, embora apenas alguns
deles tenham papel importante nessa resposta. Identificar
genes induzidos somente em genotipos tolerantes pode
auxiliar na identificacdo dos mecanismos principais de
tolerancia, o que possibilita novas alternativas de selecao
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genética para a tolerancia a seca e a obtengao de plantas
mais adaptadas a essa condigao.

Genes que respondem aos estresses abioticos
em nivel transcricional tém sido identificados em
varias plantas, e muitos deles tém papel importante
na tolerancia a esse estresse. Assim, a caracterizagao
molecular da fungdo desses genes, em diferentes
estagios da resposta ao estresse, pode fornecer
evidéncias dos genes envolvidos nessa resposta
(Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Além
disso, a identificagdo de genes estresse-induzidos pode
revelar fungdes essenciais ou importantes, com efeito
na tolerancia ou nas reagdes de defesa contra a perda
de 4gua (Talamé¢ et al., 2007).

Diversos fatores de transcricdo, como DREB
(Shinozaki & Yamagushi-Shinozaki, 2000), bZip
(basic region leucine zipper), MYB, MYC, NAC, WRKY
(Tran et al., 2007) e HD-Zip (Son et al., 2010), tém
sido associados a tolerancia ao deficit hidrico em
plantas. Os fatores transcricionais da familia HD-Zip
sdo encontrados exclusivamente no reino vegetal e
apresentam fungdes especificas no desenvolvimento
das plantas (Son et al., 2010; Ré et al., 2011). Esses
fatores de transcrigdo sdo caracterizados por apresentar
dois dominios estruturais: o homeodominio (HD)
e o ziper de leucina (Zip) (Elhiti & Stasolla, 2009).
A expressdo dos genes da subfamilia HD-Zip I de
fatores transcricionais é regulada por fatores ambientais,
como seca, altas temperaturas e estresse osmotico, €
¢ especifica em diferentes tecidos e orgdos da planta
(Agalou et al., 2008; Elhiti & Stasolla, 2009).

O objetivo deste trabalho foi identificar genes
candidatos da subfamilia de fatores transcricionais
HD-Zip I que contribuem para a tolerancia a seca em
soja.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo
com as cultivares de soja BR 16 (suscetivel) e
Embrapa 48 (tolerante), sob trés niveis de deficit
hidrico: auséncia de estresse hidrico, potencial hidrico
foliar (W) entre -0,1 e -0,3 MPa; estresse hidrico
moderado, ¥, de -1,5 MPa; e estresse hidrico severo,
¥, de -3,0 MPa. O potencial hidrico das folhas foi
avaliado com camara de Scholander, na antemanha.
Trif6lios de uma planta de cada cultivar foram coletados,
embalados em papel aluminio e identificados com o
genoétipo, o tratamento, o tempo de coleta e o numero

da planta. Os materiais foram imersos imediatamente
em nitrogénio liquido e mantidos em ultrafreezer a
-80°C, para posterior extragdo de RNA.

A selecdo dos genes que participam da resposta a
seca foi baseada em revisao de literatura. Por se tratar de
uma planta modelo, Arabidopsis thaliana foi escolhida
como ponto de partida para obtengdo das sequéncias
dos genes referentes a subfamilia HD-Zip [ em soja.
As sequéncias de nucleotideos referentes a familia
HD-Zip em A. thaliana foram obtidas no National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (National Center
for Biotechnology Information, 2008). As sequéncias de
A. thaliana foram comparadas com o banco de dados
Phytozome v3.1.1 (Phytozome, 2009), para se ter
acesso ao genoma da soja. A busca no genoma da soja
foi realizada com a ferramenta "Basic local alignment
search tool" (BLASTn). O alinhamento das sequéncias
da familia HD-Zip em soja foi realizado com auxilio do
programa Vector NTI (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
Foi feito alinhamento somente da subfamilia HD-Zip I de
soja, para determinar a similaridade entre as sequéncias
obtidas e quais oligonucleotideos usar nas analises de
PCR em tempo real.

A partir de 17 sequéncias de genes em A. thaliana
referentes a subfamilia HD-Zip I, presentes no NCBI,
foram obtidas 16 sequéncias de genes em soja,
com base na similaridade. Dessas 16 sequéncias,
foram selecionadas oito para o sequenciamento dos
oligonucleotideos, e, a partir dos resultados obtidos pela
analise de quantificagdo relativa, foram identificadas
trés sequéncias de genes para uso neste trabalho.
(Tabela 1). As sequéncias dos oligonucleotideos
foram identificadas com auxilio do programa Primer
Express Software 3.0 (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA), com o qual foram estabelecidos alguns

Tabela 1. Sequéncia dos genes utilizados da subfamilia
HD-Zip I em Arabidopsis thaliana e em soja (Glycine max),
tamanho da sequéncia em pares de base (pb) ¢ cdodigo de
acesso no National Center for Biotechnology Information —
NCBI (2008) e no Phytozome (2009).

Espécie Identificacdo Tamanho da ~ Codigo de acesso no NCBI
da sequéncia  sequéncia (pb) ¢ no Phytozome
A. thaliana ~ ATHB6 1.529 NM_127808
ATHBI3 1.401 AF208044
ATHB21 1.205 NM_126310
G. max GmHB6 969 Glymal8g01830.1
GmHBI3 843 Glyma08g40970.1
GmHB21 852 Glyma07g40190.1
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pardmetros para favorecer a funcionalidade dos
oligonucleotideos desenhados. Apds selecionar os
pares de oligonucleotideos que atendiam a essas
condi¢des, utilizou-se novamente o programa Vector
NTI (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), para verificar
a formacdo de dimeros, dobramentos (hairpin) e
forca de ligacdo entre os oligonucleotideos. Foram
identificados oito pares de oligonucleotideos referentes
a subfamilia HD-Zip I, relacionada ao estresse hidrico,
sendo que neste trabalho foram utilizados trés pares
de oligonucleotideos, com base nos resultados obtidos
pela analise de quantificacdo relativa, e dois pares de
controles endogenos (Tabela 2).

A extracdo de RNA total foi realizada conforme
Chomczynski & Sacchi (1987), com uso do reagente
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com
as recomendag¢des do fabricante. Todos os materiais
utilizados foram previamente tratados com inibidor
de RNAse (RNAse AWAY, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA). Foram extraidas trés repetigdes das
amostras de RNA dos trifolios de uma planta de cada
cultivar. A integridade do RNA total foi analisada por
eletroforese em gel de agarose a 1%, com tampao TBE
(Tris/acido borico/EDTA) 1x e corado com brometo de
etidio. Foram adicionados ao gel de agarose 2 uL de
RNA com 2 pL de tampao de amostra 40% sacarose.

A quantificacdo do RNA total foi realizada em
espectrofotdometro nos comprimentos de ondas 260 e
280 nm, cuja relagdo 260/280 fornece uma estimativa
da pureza do acido nucleico (Sambrook & Russell,
2001). Utilizou-se como branco (controle interno
e auséncia de RNA) H,O tratada com DEPC 0,1%
(dietilpirocarbonato). Posteriormente, as amostras de
RNA foram tratadas com Dnase I (Invitrogen, Carlsbad,

CA, EUA), para remocdo de possiveis residuos de
DNA genomico, de acordo com as recomendagdes
do fabricante. Em seguida, o produto da reagdo foi
armazenado a 4°C e usado posteriormente para as
reacdes de PCR em tempo real.

Asanalises de PCR em temporeal foramrealizadasno
aparelho StepOnePlus (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA), no Laboratorio de Fisiologia Molecular
de Plantas, da Universidade Federal de Vigosa, com
auxilio do programa StepOne Software v.2.0 (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Todas as reagdes
foram submetidas as mesmas condi¢des de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva
ROX Reference Dye (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
para correg@o de flutuacdes na leitura decorrentes das
variagdes de volume e evaporacdo ao longo da reagao.
Para todas as reag¢des, foi utilizado o fluoroforo SYBR
Green (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Para avaliar a eficiéncia da reagdo de amplificagdo
de cada oligonucleotideo, foram realizadas dilui¢cdes
seriadas de ¢cDNA (concentrado, 5x, 25x e 125x)
para todos os pares de oligonucleotideos e controles
endogenos. Apds verificar a eficiéncia dos genes, foram
escolhidas a dilui¢do do cDNA ¢ a concentragdo dos
oligonucleotideos adequadas para preparar as reacdes
da quantificacdo relativa. As amplificagdes foram
realizadas em triplicatas.

O método AAC; foi utilizado para as analises
de quantificacdo relativa. A reagdo e as condigdes
da ciclagem da quantificagdo relativa foram as
mesmas utilizadas nas analises de eficiéncia. Apos a
quantificagdo relativa, foi realizada uma etapa de curva
de dissociagdo para verificar a formacdo de dimeros
de oligonucleotideos, amplificagdes inespecificas,

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos e dos controles enddgenos de soja utilizados nas reagdes de PCR em tempo real,
temperatura média de anelamento (Tm) e tamanho dos fragmentos amplificado em pares de base (pb).

Oligonucleotideo Sequéncia Tm (°C) Tamanho do fragmento amplificado (pb)
GmHB6-Fw 5' ACGATGGAACAAAGTAAGAGTGAC 3' 53,1 114
GmHB6-Rv 5' GCAGTCGTCGTTGTTGTTGA 3' 54,1

GmHBI13-Fw 5' GCCAGAGATTCAGTGCCAAA 3' 54,9 122
GmHBI13-Rv 5" AATTGAAATGTTGCTGCTCCA 3' 54,5

GmHB21-Fw 5'TCCACGGCACCTTCAAAT 3' 533 107
GmHB21-Rv 5' GCATGGTTCTTCAGGCA 3' 49,2

Controle endogeno

rRNA18S-Fw 5' AAACGGCTACCACATCCAAG 3' 53,8 154
rRNA18S-Rv 5' CCTTCAATGGATCCATCGTTA 3' 53,7

B-actina-Fw 5' GAGCTATGAATTGCCTGATGG 3' 53,6 118
B-actina-Rv 5' CGTTTCATGAATTCCAGTAGC 3' 51,3
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possiveis erros ¢ contaminagdes. A presenca de um
unico pico de dissociag@o das fitas dos produtos da
PCR foi considerada como evidéncia da especificidade
da reagao.

A identificagdo dos elementos cis-regulatorios foi
feita por meio do banco de dados “Plant cis-acting
regulatory DNA elements” (Place) (Higo et al., 1999).
Os elementos cis-regulatorios foram selecionados
por apresentar heter6logos com importantes funcgdes
na resposta a seca. Para isso, foram analisados 2.000
nucleotideos acima da regido 5' ndo traduzida, para
cada gene encontrado.

Resultados e Discussao

Os genes GmHB6, GmHBI3 e GmHB2I
apresentaram eficiéncia de amplificacdo de 77, 86 e
98%, respectivamente. Além disso, o gene f-actina,
escolhido como gene de referéncia para as analises
de quantificacdo relativa apos avaliacdo no programa
GeNorm (GeNorm, 2002), foi mais estavel que os
outros genes endogenos testados.

Foi observada uma expressao diferencial dos genes
GmHB6, GmHBI13 e GmHB21, em ambos os genotipos
avaliados. A expressdo do gene GmHB6 (Figura 1) ¢é
reduzida em ambos os genotipos, sob estresse hidrico.
Entretanto, a reducdo ¢ de apenas 20% na cultivar
tolerante (Embrapa 48) sob estresse hidrico severo, e de
aproximadamente 90% na cultivar suscetivel (BR 16).
Em A. thaliana, o gene heterdlogo é o ATHB6 que, ao
contrario do observado em soja, € induzido sob seca
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Figura 1. Nivel de expressao dos genes GmHB6, GmHB13
e GmHB2] nas cultivares de soja Embrapa 48 (tolerante a
seca) ¢ BR 16 (suscetivel a seca), sob trés niveis de deficit
hidrico: auséncia de estresse hidrico (potencial hidrico entre
-0,1 e -0,3 MPa), estresse hidrico moderado (potencial
hidrico de -1,5 MPa) e estresse hidrico severo (potencial
hidrico de -3,0 MPa).

(Soderman et al., 1999) e é detectado, na epiderme,
em gradiente, correlacionado ao padrio de divisdo e
diferenciacdao celular (Lee et al., 2001). A funcdao da
reducdo da expressdao desse gene em soja pode estar
associada a redugao do desenvolvimento da parte aérea, o
que reduz a area foliar e, consequentemente, a transpiragao
total, uma das mais rapidas respostas fisiologicas ao
deficit hidrico. A redugdo da éarea foliar permite alocar
mais fotoassimilatos para a raiz, que pode explorar maior
profundidade e volume de solo e, portanto, repor mais
rapidamente a agua perdida por transpiracdo (Tardieu
et al., 2000). Essa redugao no crescimento das folhas esta
intimamente relacionada a reducgdo na atividade de divisao
celular (Tardieu et al., 2000). Como a maior redu¢do na
expressao desse gene ocorre na cultivar nao tolerante, nao
¢é possivel excluir a hipotese do papel do gene GmHB6
na tolerancia da cultivar Embrapa 48. Evidéncias diretas
para esse papel poderiam ser obtidas com a expressao
antissenso desse gene.

Houve aumento de aproximadamente 4,8 vezes
na expressao do gene GmHBI3 (Figura 1) na
cultivar tolerante, quando submetido ao estresse,
o que foi observado a partir do estresse hidrico
moderado. Na cultivar suscetivel, houve redugao
de 65% na expressdo do gene sob estresse hidrico
severo. Henriksson et al. (2005) observaram que a
superexpressao do gene heterologo ATHB 13, fusionado
ao promotor constitutivo 35S em plantas de 4. thaliana,
tornou as plantas mais tolerantes ao estresse hidrico.
Segundo Hanson et al. (2001), o gene ATHB13 também
esta relacionado a alteracdes nos niveis de agucar nas
folhas e em cotilédones em desenvolvimento. Esses
autores verificaram que plantas transformadas com
esse gene tiveram o fenotipo alterado somente quando
a sacarose exogena era aplicada. O gene ATHBI3
¢ expresso na parte aérea da planta, e seu padrao de
expressdo ¢ semelhante, tanto em A. thaliana como
em tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). O gene
homeobox de tomate VAHOX1I é expresso em células do
floema, mas, ao contrario do gene ATHB13, a expressao
do VAHOXI esta localizada em caules maduros e nao ¢
expressa em folhas (Tornero et al., 1996).

Observou-se aumento na expressdo do gene
GmHB21 sob condi¢ao de seca (Figura 1), em ambos
os genotipos. No entanto, o aumento de expressao foi
de aproximadamente quatro e trés vezes na cultivar
tolerante, quando submetida a estresse de -1,5 e
-3,0 MPa, respectivamente, enquanto, na cultivar
suscetivel, o aumento foi de aproximadamente seis
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e trés vezes. Henriksson et al. (2005) obtiveram
resultados semelhantes para 4. thaliana. Segundo esses
autores, houve aumento de duas vezes na expressao do
gene heterdlogo ATHB21 quando submetido a seca, o
qual esta presente em todos os tecidos da planta. Como
os fatores HD-Zip agem como dimeros, tanto homo-
quanto heterodimeros, nao € possivel excluir a hipotese
de que o fator transcricional GmHB21 tenha um papel
na tolerdncia da cultivar Embrapa 48. Evidéncias
diretas podem ser obtidas com a expressdo antissenso
desse gene, nesse genotipo.

Muitos genes relacionados a tolerdncia da planta
a seca podem ter sua expressdo induzida em nivel
transcricional. Contudo, essa ativa¢do pode ocorrer em
diferentes periodos. A cultivar tolerante demora mais
tempo, sob restricdo hidrica, para atingir o ‘¥, de -3,0
MPa. Novos experimentos com diferentes dindmicas
de imposi¢do da deficiéncia hidrica poderiam fornecer
evidéncias mais detalhadas sobre o papel desse gene na
tolerancia a seca.

A andlise dos elementos cis-regulatorios no banco
de dados Place permitiu identificar diferengas nas
sequéncias gendmicas dos genes GmHB6, GmHBI13 ¢
GmHB21 (Figura 2). O gene nao induzido (GmHBO),
em contraste com os genes induzidos pelo estresse
hidrico (GmHB13 ¢ GmHB2I), ndo apresenta 0s
elementos cis-regulatérios ACGTATERD1, MYB2AT,

MYB2CONSENSUSAT, DPBFCOREDCDC3,
GmHB6 | L il |
GmuB1s[ Bl &  f [ |

GmHB21 EE I E E E I B ﬁ H

| | | | | | | | | | |
[ I I I I I I I I I 1

-1.000 -500 0

Elementos cis-regulatérios relacionados a seca

f ACGTATERDI [ MYCATERDI | DPBFCOREDCDC3 [ MYBIAT

| myBCORE PREATPRODH | MYCCONSENSUSAT

§ MyB2aT [| MycATRD22 [} MYB2CONSENSUSAT

Figura 2. Localizagdo dos eclementos cis-regulatorios
relacionados a tolerancia a seca em soja, na regido promotora
dos genes GmHB6, GmHBI13 ¢ GmHB2I. Os elementos
cis-regulatorios identificados foram mapeados para permitir
comparagdes entre as regides promotoras dos genes. A escala
representa a posi¢ao dos elementos, em relag@o ao inicio da
regido promotora dos genes.
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MYCATERD1 e MYCATRD22. Esses elementos
cis-regulatorios poderiam ser elementos envolvidos na
indu¢do da expressdo dos genes GmHBI3 ¢ GmHB21
(Higo et al., 1999). Como sao desconhecidas possiveis
alteragdes nas sequéncias do promotor do gene
GmHBI3 na cultivar tolerante e suscetivel, ndo se pode
excluir a possibilidade de que a auséncia de algum
elemento cis-regulatorio no promotor desse gene, na
cultivar suscetivel, possa ser a causa da auséncia de
indugdo desse gene. Alternativamente, diferencas nas
sequéncias ndo traduzidas (5' e 3') poderiam diferir
entre esses genes e afetar a estabilidade desse transcrito,
a qual seria menor na cultivar suscetivel (Casagrande
et al., 2001). Outra possivel explicacdo seria a menor
expressao de algum fator transcricional que controla a
expressao desse gene na cultivar suscetivel (Eulgem,
2005). A identificagdo de elementos cis-regulatorios
candidatos a regular a inducdo da expressdo em
resposta a seca permite realizar experimentos com
delegdes no promotor dos genes GmHB13 e GmHB21,
para identificar elementos cis-regulatorios importantes
na resposta a seca em soja.

Conclusoes

1. O gene GmHBI3 ¢ importante na regulacdo da
resposta de tolerancia a seca, na cultivar tolerante
Embrapa 48.

2. O gene GmHB6 contribui na resposta de tolerancia
a seca, na cultivar tolerante Embrapa 48.
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