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Figura 16 Padrdes globais de expressdo génica nos eixos embrionarios de soja durante a
germinacao (embrido seca, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI). Os padrbes de expressdo foram
agrupados por HCL (hierarchical clustering). Apenas genes expressos (FPKM >1) estdo
representados. Os valores de expressao foram convertidos em z-scorexc , e as intensidades
de expresséao variam entre -2 e 2. (HAI: Hours after imbibition) ............ccccooviiiiiiiiiiiiii, 40
Figura 17 (A) Imagens do material biologico utilizado nos sequenciamentos. Da esquerda
para a direita: embrido seco, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI (B) Log2 da contagem total de
genes preferencialmente expressos no contexto da germinacdo em cada tempo (dry, 3HAI,
6HAI, 12HAI, 24HAI). Acima das barras, gréficos-donut mostram os valores absolutos das
contagens de genes preferencialmente expressos separados por intervalo de intensidade de
expressao (<5; <20; <100; >100). (C) Para cada amostra, peso seco e peso fresco dos eixos
embrionarios foram medidos. Os gréaficos de caixa denotam a variagcdo encontrada em 20
individuos organizados em duas raias: a primeira (esquerda) sendo peso fresco, e a segunda
(direita) o peso seco. (D) As barras indicam as contagens de genes regulados positivamente
em progressao Nos intervalos do eXPerimeEntO. ..........coeviviiriiiiiiie e e 43
Figura 18 Mapa de calor de todos os genes associados com vias do metabolismo primario
(baseado em anotacdes do banco de dados KEGG) expressos nos eixos de sementes de
soja durante a germinagao. As colunas representam as amostras analisadas no estudo, da
esquerda para a direita (eixo seco, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI). Os valores de expressao em
FPKM foram convertidos em z-score e a intensidade de corvariade -2a2...........ccceeeeen.. 57
Figura 19 Principais vias metabdlicas e enzimas discutidas no estudo. Niveis transcricionais
de genes-chave estdo respresentados nos mapas de calor. As familias representadas estao
dispostas numericamente seguindo a ordem: 1) Invertase; 2) Sacarose sintase (SuSy); 3)
Celulose sintase; 4) Hexoquinase; 5) glicose-6-fosfato desidrogenase; 6) fosfofrutoquinase
(PFK); 7) Frutose 1,6-bifosfato (FBPase); 8) Difosfato-frutose-6-fosfato 1-fosfofrutoquinase
(PFP); 9) Piruvato quinase (PK); 10) Piruvato decarboxilase; 11) Alcool desidrogenase
(ADH); 12) Lactato desidrogenase (LDH); 13) Piruvato desidrogenase (PDH-E2); 14) Citrato
sintase (CSY); 15) Isocitrato desidrogenase (IDH); 16) Isocitrato liase (ICL); 17) Malato
sintase (MSY); 18) malato desidrogenase (MDH); 19) Fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK); 20) Triacilglicerol (TAG) lipase; 21) Glicerol quinase; 22) Glicerol-3-fosfato
desidrogenase (GPDHC1); 23) COMATOSE (CTS); 24) Glutamato decarboxilase (GAD); 25)

Gamma-amino-N-butirato transaminase (GABA-T). As 5 colunas em cada mapa de calor
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representam os tempos analisados no experimento. Da esquerda para a direita: eixo seco,
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RESUMO

A soja (Glycine max) é uma das mais importantes culturas de plantio na agricultura
mundial, e constitui uma fonte crucial de proteina e 6leo na alimentagdo humana e animal.
Nesse contexto, a germinagdo é considerada uma etapa de crucial interesse sob a
perspectiva agrondmica. No entanto, padrdes transcricionais globais subjacentes as
transicdes morfoldgicas e fisiolégicas no eixo embrionario da soja durante a germinacgéo
permanecem inexplorados. No presente estudo, reportamos a analise de ~1,58 bilhdes de
reads obtidos por metodologia RNASeq de eixos embrionarios de soja em 5 estagios da
germinacao (eixo seco, 3, 6, 12 e 24 horas apés embebicdo em agua). Os resultados
mostram uma transicdo consideravel no perfil transcricional iniciada apds 12 horas de
embebicéo, na qual sdo observados 730 genes preferencialmente expressos (99,6% do total
de genes preferencialmente expressos em todas as 5 condi¢cdes analisadas). Os dados
corroboram a ativacdo de processos criticos para a germinacdo, como glicélise, ciclo do
acido citrico e remodelacdo da parede celular. Apés 3 horas de embebicdo ocorre a
regulacao positiva de quinases e 81 fatores de transcri¢cdo, particularmente da familia LOB,
sugerindo que regulacao transcricional e pos-transcricional desempenham papel central logo
apos a embebicdo. Mobilizacdo de lipidios e ciclo do glioxilato encontram-se também
transcricionalmente ativos nos eixos embrionarios, sugerindo que o catabolismo local de
reservas lipidicas contribuem com a producéo de energia no érgao durante a germinacéo. Os
dados apresentam também evidéncias que
suportam a inativacdo do acido abscisico e a regulacdo positiva de vias relacionadas com

hormdnios promotores da germinacdo, como: giberelina, etileno e brassinosterodides.



Xi

ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is a major legume crop worldwide, providing a critical source of
protein and oil. In this context, germination is considered to be a step of critical relevance by
the agronomic perspective. Nevertheless, the global transcriptional patterns underlying the
morphological and physiological changes of soybean embryonic axes during germination
remain unknown. Here we report the analysis of ~1.58 billion RNA-Seq reads from soybean
embryonic axes at five germination stages. Our results show a remarkable transition in the
overall transcription pattern, which starts after 12 hours after imbibition featuring 730
preferentially expressed genes (99,6% of all preferentially expressed genes in all analyzed
conditions). Also strongly supports the early activation of processes that are critical for
germination, such as glycolysis, Krebs cycle and cell wall remodeling. Strikingly, only 3 hours
after imbibition there is a preferential up-regulation of protein kinases and transcription
factors, particularly from the LOB domain family, implying that transcriptional and post-
transcriptional regulation play major roles early after imbibition. Lipid mobilization and
glyoxylate pathways are also transcriptionally active in the embryonic axes, strongly
suggesting that the local catabolism of oil reserves in the embryonic axes contributes to
energy production during germination. We also present evidence supporting abscisic acid
inactivation and the up-regulation of pathways related with the germination promoting

hormones gibberellin, ethylene and brassinosteroids.



1 INTRODUCAO

1.1 Origem, classificacédo e histéria da domesticacdo da soja

O inicio da domesticacdo da soja € frequentemente associado a um intervalo de
tempo ocorrido ha aproximadamente 5000-9000 anos em diversos estudos (McKie e
Anderson 1967; Carter, Nelson et al. 2004; Qi, Li et al. 2014). Contudo, sabe-se ha mais de
40 anos que nenhum traco de espécies leguminosas foram encontrados em sitios
arqueoldgicos do periodo Neolitico (que comporta o intervalo de tempo citado anteriormente)
no norte da China, onde acredita-se ter se iniciado o cultivo desta espécie (Ho 1969). As
informacdes biogeogréficas e histéricas conhecidas suportam que a soja tenha sido
domesticada inicialmente no territério que atualmente corresponde a China, em um periodo
proximo ao século XVII a.C. durante a dinastia Shang (Ho 1969). Mais adiante, entre os
séculos Xl e VIl a.C., como resultado da expansdo da dinastia Zhou, a cultura da soja

alcancou a Coréia, Japao e paises do sudeste asiatico (Hymowitz 1970).

Curiosamente, embora o inicio da domesticacdo da soja seja atribuido a regido norte
da China, um estudo recente sugeriu, com base em analises filogenéticas e de distribuicdo
geografica, que a origem monofilética de todos os cultivares de soja tenha ocorrido na regiao
sul daquele pais (Guo, Wang et al. 2010). Assim, até a terceira década do século XX, a Asia
permaneceu como o0 continente com a maior producdo de soja; sendo China, Indonésia,
Japao e Coréia os principais produtores em escala global (Piper e Morse 1910; Burtis 1950).
Entre as décadas de 1940 e 1950 os EUA se tornaram os maiores produtores de soja do
planeta, e ao final da década de 1960 a area plantada de soja no mundo ultrapassou os 28

milhdes de hectares em aproximadamente 25 paises (Hymowitz 1970).
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A nomenclatura correta a ser atribuida a soja foi tépico de intenso debate entre
taxonomistas no passado (Lawrence 1949; Paclt 1949). A controvérsia se deu devido a uma
sobreposicdo presente na obra de Linnaeus (1753), em que a soja recebeu o nome
Phaseolus max (p.725), e também o nome de Dolichos soja (p.727). Nesse contexto, 0
trabalho de Hermann (1962) contribuiu para a consolidacdo da nomenclatura Glycine max
atribuida a soja, além de reduzir de 323 para 18 o numero de espécies, subspécies e

variedades do género Glycine (Hermann 1962; Hymowitz 1970).

1.2 A sojana agricultura atual

Sementes acumulam proteinas, carboidratos e lipideos, que sdo consumidos para
sustentar as etapas iniciais do desenvolvimento pés-germinativo (Schmidt, Barbazuk et al.
2011). Durante o desenvolvimento da semente, o acimulo de reservas € regulado por uma
complexa rede de componentes genéticos, fisiolégicos e ambientais (Golombek, Rolletschek
et al. 2001; Brocard-Gifford, Lynch et al. 2003; Weber, Borisjuk et al. 2005; Fait, Angelovici et
al. 2006). Além disso, a producdo de sementes é essencial na economia mundial, sendo
importante para diversas finalidades, como a producdo de biocombustiveis e alimentacao
humana e animal.

A soja (Glycine max Merr.) é a leguminosa mais cultivada no mundo, constituindo uma
importante fonte de proteina e 6leo. A producdo mundial de soja e o rendimento por hectare
aumentaram de forma constante ao longo do século passado com o melhoramento das
técnicas agricolas e o desenvolvimento de cultivares mais produtivos e adaptados a
diferentes latitudes. A soja € um componente chave da alimentacdo humana e animal, sendo

responsavel por mais da metade da producdo de oleaginosas do mundo (Ash 2015). Em
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termos de massa de grdos produzidos, a soja é o quarto cultivo mais importante do mundo e
ocupa nos Estados Unidos o segundo lugar em termos de area plantada (FAOSTAT 2016).

A producdo mundial de soja € de mais de 255,000 Tg por ano, dos quais mais de 95%
sdo provenientes de apenas sete paises (Ainsworth, Yendrek et al. 2012). Embora a cultura
tenha sido domesticada primeiramente na China e ausente do Novo Mundo até a
colonizagdo europeia, atualmente Estados Unidos, Brasil e Argentina sdo responsaveis por
80% da producdo mundial de soja. O rendimento da soja nesses trés paises tem aumentado
constantemente ao longo das ultimas duas décadas (Ainsworth, Yendrek et al. 2012),
frequentemente a reboque do dramatico aumento na area plantada (Ainsworth, Yendrek et al.
2012). A producédo comercial de soja no Brasil comecou na década de 1960, superando 40
milhdes de toneladas em 2002. O Brasil atualmente € o segundo maior produtor de soja do
mundo ao lado dos EUA, com um rendimento de quase 3 toneladas por hectare (FAOSTAT
2016).

Andlises histéricas de cultivares lancados ao longo dos ultimos 90 anos indicam que
um dos principais fatores que impactam o rendimento € o aumento do nimero de sementes
por planta (Morrison, Voldeng et al. 2000; Jin, Liu et al. 2010). Em contrapartida, patbgenos e
doencas impdem severas limitacdes a producdo mundial. Embora as plantas sejam
naturalmente resistentes a diversos estresses bibticos e abibticos, eventualmente patdégenos
e pragas conseguem se estabelecer, causando enormes prejuizos econdmicos. As
estratégias de controle tem sido essencialmente baseadas em programas de melhoramento

genético e/ou utilizagdo de pesticidas (Wally e Punja 2010).

1.3 Germinagédo em soja

Em varias espécies vegetais, a dorméncia imposta pelo tegumento da semente cria
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uma barreira fisica que impossibilita a absor¢cdo de agua, extenséo da radicula, e a saida de
inibidores da germinacéo por parte da semente, impedindo que seja disparada a sequéncia
de eventos da germinacao (Kelly, Van Staden et al. 1992; Li e Foley 1997; Welbaum,
Bradford et al. 1998). O processo denominado como pos-maturacao (after-ripening) ocorre
guando sementes maduras tornam-se nao-dormentes, e adquirem a capacidade de germinar
apos o periodo de estocagem em ambiente seco (Probert 2000; Finch-Savage e Leubner-
Metzger 2006). A pos-maturacdo depende diretamente da temperatura e da umidade do
ambiente. O processo ocorre, em geral, em ambientes com umidade entre 8-15%; em
sementes oleaginosas, porém, a umidade ideal para a pés-maturacao tende a ser mais baixa

se comparada com sementes ricas em amido (Probert 2000; Bazin, Batlla et al. 2010).

Por definicdo, o escopo de eventos compreendidos como germinacgdo tem inicio com a
captacdo de agua pela semente quiescente ndo-dormente, e se encerra com a protrusao da
radicula (Bewley e Black 1994; Koornneef, Bentsink et al. 2002). A germinagdo constitui um
processo complexo, que comumente é dividido em trés fases: embebicdo, aumento de
atividade metabdlica e iniciacdo do crescimento. A embebicdo é acompanhada por uma
perda consideravel de solutos pelas células (Hoekstra, Golovina et al. 1999). Ao passo que a
citada perda de solutos acelera a germinacdo reduzindo a concentracdo de inibidores
germinativos no interior das sementes (Matilla, Gallardo et al. 2005), tal evento causa
também dano as membranas e compartimentos celulares em decorréncia da rapida captacéo
de agua (Powell e Matthews 1979). Como meio de compensar o dano causado durante a
desidratacdo, estocagem e reidratacdo, a semente aciona mecanismos de reparo durante a
embebicéo, incluindo o reparo de membranas e de DNA (Bray e West 2005; Ogé, Bourdais et
al. 2008). Morfologicamente, a germinacdo se encerra com a emersao da radicula e ruptura

do tegumento, sendo o desenvolvimento subsequente denominado crescimento da plantula



ou crescimento pos-germinativo (Bewley e Black 1994).

No ambito molecular, sabe-se que a semente seca madura contém mMRNAS,
estocados durante a maturacéao, referidos como mRNAs longevos (long-lived mRNAS). Esses
MRNAs perduram na semente mesmo ap0s 0 processo de dissecacdo e permanecem
integros até a semente atingir o estado quiescente. Sendo assim, o aparato de sintese
proteica utiliza estes mMRNAs longevos para traducdo nos estégios iniciais da germinacao
(Dure e Waters 1965; Waters e Dure 1966; Raghavan 2000). Mais de 10.000 mRNAs
longevos diferentes foram identificados em andlises transcriptbmicas em Arabidopsis
(Nakabayashi, Okamoto et al. 2005; Kimura e Nambara 2010; Okamoto, Tatematsu et al.
2010). Quantidades similares também foram reportadas em arroz e cevada (Howell, Narsai

et al. 2009; Sreenivasulu, Borisjuk et al. 2010).

1.4 O processo de nodulacao

Uma caracteristica importante das leguminosas € a sua capacidade de estabelecer
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio (familia Rhizobiaceae) (Stewart 1966;
Schmutz, Cannon et al. 2010), num processo denominado nodulacéo. O desenvolvimento de
nodulos depende complexas interacfes entre os simbiontes, sendo a morfologia destas
estruturas frequentemente distinta em diferentes leguminosas (Jones, Kobayashi et al. 2007;
Dilworth, James et al. 2008). Na interacdo entre Medicago truncatula e Sinorhizobium
meliloti, os primeiros processos de sinalizagdo envolvem flavonodides derivados de plantas e
fatores Nod derivados de Rhizobium, induzindo a divisdo celular no cértex radicular interno e
levando a formacdo do primordio nodular (Maunoury, Redondo-Nieto et al. 2010). Tem sido

evidenciado nos ultimos anos que a assimilacdo de nitrogénio e o metabolismo de carbono
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sdo intimamente coordenados por uma complexa rede transcricional e enzimatica (Nunes-
Nesi, Fernie et al. 2010). Esta simbiose baseia-se na alocacéo de carbono para o simbionte
Bradyrhizobium japonicum em troca de nitrogénio fixado. A partir de analises de ortologia
foram identificadas em soja 28 nodulinas e 24 genes reguladores da nodulagdo (Schmutz,

Cannon et al. 2010).

1.5 Abordagens genémicas no estudo da soja

A recente publicacdo do genoma da soja (Schmutz, Cannon et al. 2010) abriu um novo
leque de perspectivas para exploracdo de novos aspectos bioquimicos e fisioldgicos. Dentre
estas iniciativas, estudos em larga escala vem sendo conduzidos para estudar o
transcriptoma, proteoma e metaboloma de diferentes tecidos e condigfes fisiolégicas da
espécie (Libault, Farmer et al. 2010).

O genoma de soja tem um tamanho estimado de 978 megabases. Dos 46.430 genes
preditos com alta confianca a data da publicacdo, 34.073 (73%) apresentaram ort6logos em
outras angiospermas, sendo classificados em 12.523 familias (Schmutz, Cannon et al. 2010).
Expans6es em tandem de familias de genes sdo comuns na cultura da soja e incluem NBS-
LRR, proteinas F-box, proteinas de resposta a auxina, e proteinas contendo outros dominios
comumente encontrados em grandes familias em genomas vegetais (Schmutz, Cannon et al.
2010; Bellieny-Rabelo, Oliveira et al. 2013).

Diversos estudos tem lancado m&o de metodologias de sequenciamento de segunda
geracdo (e.g. RNA-Seq) para explorar o transcriptoma de soja em diversos tecidos e
condicdes fisiologicas (Libault, Farmer et al. 2010; Severin, Woody et al. 2010; Jones e
Vodkin 2013; Wang, Cao et al. 2014; Prince, Joshi et al. 2015; Song, Prince et al. 2016).

Dada a importancia da soja na agricultura mundial e os progressos na area de bioquimica e
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biologia molecular, torna-se crucial a associacdo entre a genémica e bioinformatica com o
melhoramento genético, visando o desenvolvimento direcionado de novos cultivares (Specht,
Hume et al. 1999). Apesar do sucesso dos programas de melhoramento genético classico, é
imperativa a necessidade de se compreender as bases bioquimicas de caracteristicas
vantajosas que séo selecionadas pelos melhoristas a fim de identificar potenciais alvos para

futuras melhorias e extrapolacéo para outras espécies (Ainsworth, Yendrek et al. 2012).

1.5.1 Sintenia, duplicac&o e evolucédo de genomas de plantas

A maioria das espécies de angiospermas descendem de ancestrais que sofreram
duplicacbes integrais de genoma, seja através de autopoliploidia ou alopoliploidia. Evidéncias
recentes demonstram que possivelmente todas as angiospermas tenham sofrido pelo menos
um evento de poliploidizacéo, sugerindo que a hibridizacdo é um fator importante na geracao
de diversidade no grupo (Soltis e Soltis 2009). Apesar do alto potencial deletério das
alteracbes de ploidia em decorréncia do agudo desbalanco genético e metabdlico (Otto e
Whitton 2000), evidéncias gendmicas fortissimas indicam uma alta prevaléncia deste tipo de
fenbmeno em plantas (Semon e Wolfe 2007). Dado o alto nimero de duplicacbes genémicas,
alguns cientistas argumentam que a poliploidizacdo ofereca novas oportunidades para
sucesso evolutivo. Foi defendido por Crow e Wagner (2006) que a duplicacdo do genoma
poderia reduzir o risco de extincdo através de redundéancia funcional, robustez mutacional, e
taxas aumentadas de evolucdo e adaptacao (Van de Peer, Maere et al. 2009). Contudo, é
importante notar que em 500-600 milhdes de anos de evolugdo dos vertebrados, ndo mais
gue duas (ou trés em teledsteos) duplicacbes genémicas completas foram detectadas até o
momento (Van de Peer, Maere et al. 2009), indicando que a frequéncia dos eventos de

poliploidizacdo observada em plantas ndo ocorre em vertebrados.
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A inferéncia de que duas ou mais regibes gendmicas evoluiram de uma Unica regiao
ancestral é conhecida como sintenia. Andlises de sintenia tem sido gradativamente mais
exploradas no ambito da pesquisa em gendmica de plantas. Tal ocorre devido ao aumento
significativo de genomas de plantas sequenciados desde o advento das plataformas de
sequenciamento de segunda geragcdo (Tang, Wang et al. 2008; Schnable, Freeling et al.
2012; Akhunov, Sehgal et al. 2013). Eventos de escala gendémica que geram duplicacbes
génicas, desde pequenas (apenas um gene oOu pequenos segmentos) até grandes
(cromossomos inteiros ou genomas completos) sdo elementos de grande relevancia no
processo evolutivo, na medida em que expandem familias génicas e fazem emergir novas
funcdes e padrbes de expressdo génicos (Lynch e Conery 2000; Semon e Wolfe 2007;
Bellieny-Rabelo, Oliveira et al. 2013). Por meio de estudos de gendmica comparativa, quatro
eventos de duplicacdo de genoma inteiro (Whole Genome Duplication: WGD) e uma
triplicacdo de genoma inteiro (Whole Genome Triplication: WGT) foram identificados desde a
linhagem basal das plantas até o género Glycine (Figura 1). Tais eventos citados ocorreram
ha ~319 milhdes de anos atras (Million Years Ago: mya) ao ancestral das espermatofitas,
~192mya ao ancestral das angiospermas, ~130mya ao ancestral das dicotiledéneas
(triplicacédo de genoma), ~58mya ao ancestral das leguminosas e ~13mya ao ancestral do
género Glycine (Jaillon, Aury et al. 2007; Jiao, Wickett et al. 2011; Severin, Cannon et al.
2011). Imediatamente apés um evento de duplicacdo génica a pressao evolutiva sobre as
duas cépias é comumente reduzida, o que pode ocasionar a progressiva perda de um dos
paralogos. Contudo, ha ainda a possibilidade de ocorrer divergéncia funcional entre os
paralogos (seja por subfuncionalizacdo ou neofuncionalizagdo), o que pode levar a
conservacdo de ambos no genoma, gerando uma fonte rica para possiveis inovacoes

bioldgicas (Abrouk, Murat et al. 2010; Wang, Wang et al. 2012; Rensing 2014).
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Figura 1 Arvore filogenética incluindo géneros de monocotileddneas e dicotileddneas. Circulos azuis

represetnam eventos de duplicacdo. O circulo preto representa um evento de triplicacdo de genoma.
(Adaptado de Van de Peer (2011)

1.6 Desenvolvimento embrionario e regulacdo hormonal da

germinacao

A divisdo classica dos estagios do desenvolvimento embrionario de leguminosas
compreende as seguintes fases: (1) globular, (2) cordiforme, (3) cotilédone, (4) maturacao,
(5) dorméncia (Walbot 1971). A maturacdo representa uma fase crucial a preparacao para a
germinacado, quando a semente produz grande quantidade de proteinas de reserva, lectinas,

e inibidores de tripsina (Millerd 1975; Orthoefer 1978; Thomas 1993). O 6rgdo da semente



10
responsavel pelo armazenamento de reservas recebe o nome de cotilédone. As moléculas
estocadas sao fundamentais para a sobrevivéncia da semente sob condi¢cdes adversas de
temperatura e umidade (Goldberg, Hoschek et al. 1981; Seo, Nambara et al. 2009). Quando
encontradas as condicbes ambientais favoraveis, a germinagcdo é desencadeada, causando
a retomada dos processos metabolicos da semente, levando a uma fase de absorcdo de
agua, e a subsequente emergéncia da radicula (Finch-Savage e Leubner-Metzger 2006;

Holdsworth, Finch-Savage et al. 2008).

A manutencao da dorméncia, bem como o término do processo — permitindo o inicio
da germinacédo — sdo controladas majoritariamente pelos hormdnios acido abscisico (abscisic
acid: ABA) e é&cido giberélico (gibberellic acid: GA), , respectivamente. ABA é um
sesquiterpendide enddgeno de sementes — independente do estado de dorméncia -
relacionado aos processos de fechamento estomatal, desenvolvimento da semente,
tolerancia a dessecacao e mecanismos de resposta a estresse (Wareing e Saunders 1971;
Nambara e Marion-Poll 2005). Em contrapartida, GA's compdem um grupo de diterpendides
formado por ~100 moléculas, no qual poucas atuam como horménios bioativos no controle
de processos como: florescimento, expansao foliar, elongacdo de caule e germinacéo
(Yamaguchi 2008). Nas duas ultimas décadas diversos trabalhos foram capazes de identificar
componentes envolvidos na interacao regulatéria entre ABA-GA — por exemplo, NCED (9-cis
epoxycarotenoid dioxygenase), GA2ox (gibberellin 2-oxidase), GID1 (gibberellin insensitive
dwarf 1), HUB1 (histone monoubiquitination 1), PIF's (phytocrome-interacting factors) —
elucidando aspectos importantes sobre sua ativacdo/desativacdo e biossintese (Ni,
Tepperman et al. 1998; Ueguchi-Tanaka, Ashikari et al. 2005; Liu, Koornneef et al. 2007; Seo,
Nambara et al. 2009; Nonogaki 2014). Atualmente acredita-se que a regulacdo hormonal por

acao de ABA-GA seja um processo dependente mais da propor¢cao entre as concentracdes
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dos hormonios do que de sua concentracdo absoluta independente (Finch-Savage e

Leubner-Metzger 2006).

Embora GA e ABA sejam os fitorm6nios mais bem descritos no que se refere a
regulacdo da germinacao, outras moléculas tem sido reportadas com importante atuacao no
balanco hormonal deste processo, como etileno (Karssen, Zagorski et al. 1989; Koornneef,
Bentsink et al. 2002) e brassinosteroides (Steber e McCourt 2001). Uma vez observado que
muitas espécies vegetais produzem etileno durante a germinagdo, e também que fatores
antagbnicos a dorméncia estimulam a producdo deste horménio, suspeitou-se que a
producdo do etileno durante o inicio da germinacdo poderia contribuir com a quebra do
estado de dorméncia (Matilla 2000). Os primeiros estudos que apontaram tal associagéo
foram realizados nas espécies: Trifolium subterraneum (Esashi e Leopold 1969), Arachis
hypogea (Ketring e Morgan 1971; Ketring e Morgan 1972), Spergula arvensis (Van Staden,
Olatoye et al. 1973) e Avena fatua (Adkins e Ross 1981). A resposta ao etileno em
Arabidopsis é mediada por cinco receptores conhecidos como ETR1 (Ethylene Response 1),
ETR2 (Ethylene Response 2), EIN4 (Ethylene Insensitive 4), ERS1 (Ethylene Response
Sensor 1), e ERS2 (Ethylene Response Sensor 2) (Chang, Kwok et al. 1993; Hua e
Meyerowitz 1998; Hua, Sakai et al. 1998; Sakai, Hua et al. 1998). Embora a acdo destes
receptores ndo seja completamente conhecida (Wilson, Kim et al. 2014), estudos genéticos
demonstram que na auséncia de etileno os receptores regulam positivamente um inibidor da
via de sinalizacéo do etileno conhecido como CTR1 (Constitutive Triple Response 1) (Kieber,
Rothenberg et al. 1993). Brassinosteroides (BRs) constituem uma familia com mais de 40
hormoénios esterdides encontrados em diversas espécies vegetais, em praticamente todos os
tecidos; embora mais proeminentemente em sementes e polen (Mandava 1988; Arteca 1995;

Schmidt, Altmann et al. 1997; Yokota 1997; Clouse e Sasse 1998). A acao dos
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brassinosterdides foi descrita em sementes de tabaco, nas quais o horménio foi responsavel
pela inducdo da ruptura do endosperma (Leubner-Metzger 2001). Em Arabidopsis também
foi proposta a acdo de brassinosterdides como antagonistas de ABA durante a germinacgéao.
Tal hipétese é baseada na observacdo de que plantas mutantes para os genes DET2
(esterdide-a-redutase, necesséario a sintese de BRs) (Noguchi, Fujioka et al. 1999) e BRI1
(um receptor de BRs) (Friedrichsen, Joazeiro et al. 2000), apresentaram sensibilidade
aumentada ao ABA, reduzindo drasticamente a taxa de germinacdo das sementes (Steber e

McCourt 2001).

1.7 Fatores de transcricéo (TFs)

Familias génicas que desempenham a funcdo de TFs sdo caracterizadas por
possuirem um dominio de ligagdo ao DNA que lhes confere a capacidade de se ligar a
regides regulatorias préximas a genes, regulando sua transcricdo (Pabo e Sauer 1992). As
funcBes dos TFs sempre despertam grande interesse cientifico devido ao seu papel em
processos relacionados ao desenvolvimento, diferenciacéo celular e respostas ao ambiente.
O extenso grupo de genes codificadores de TFs em cada genoma é também uma potencial
fonte de inovacbes evolutivas importantes para o surgimento e desenvolvimento de
caracteristicas cruciais das leguminosas, tais como a associacdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio (Ramalingam, Vera Cruz et al. 2003; Miller, Galiba et al. 2006; Francia, Barabaschi
et al. 2007; Libault, Joshi et al. 2009). TFs constituem o grupo mais numeroso e diversificado
de proteinas envolvidas na transcricdo génica. TFs sdo os principais reguladores da
transcricdo, formando coletivamente complexas redes regulatorias que determinam o0s

programas transcricionais tecido- e condicdo-dependentes (Ratcliffe e Riechmann 2002).
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A mudanca relativamente recente de uma perspectiva centrada no gene, para uma
centrada no genoma, favorece em especial o estudo dos TFs, uma vez que estes
compreendem uma fracdo substancial dos genomas eucariéticos e sao agrupados em um
namero relativamente grande de familias génicas, classificadas pelo tipo de dominio de
ligagcdo ao DNA que codificam (Riechmann e Ratcliffe 2000). Tradicionalmente, TFs tem sido
descritos como proteinas modulares que contém uma variedade de dominios para: ligacdo
ao DNA, ativacdo, ligagdo de moléculas sinalizadoras e interagdo com outras proteinas
(Schwechheimer, Zourelidou et al. 1998). Os dominios de ligagdo ao DNA encontram-se
altamente conservados ao longo da histéria evolutiva dos eucariotos, podendo,
frequentemente, ser identificados a partir da estrutura primaria da proteina. Em contraste, os
dominios de ativacdo sdo pouco conservados, sendo sua deteccdo computacional

frequentemente elusiva (Triezenberg 1995).
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protein A protein B protein C peotein E

Figura 2 llustracdo esquemaética do funcionamento da ativacao diferencial de varios genes (A-E) por
um fator de transcricao genérico codificado pelo gene X.
(http://scienceblogs.com/pharyngula/2006/07/09/transcription-factors-and-morp/)

Relacfes evolutivas entre TFs sdo usualmente detectadas através de alinhamento de
sequencias de homodlogos proximos pela busca de perfis de sequéncias com matrizes de
PSI-BLAST (Schaffer, Wolf et al. 1999), ou hidden Markov models (Eddy 2011) para dominios
de ligacdo a DNA conservados. Estas metodologias permitem o mapeamento dos genes que
codificam TFs, tornando viavel estimar os tamanhos destas familias em varios genomas, de
forma semi-automatica (Tabela 1). O estudo dos dominios de ligacdo a DNA permite também
avaliar as relacdes evolutivas entre os TFs. Estudos independentes em E. Coli (Pérez-Rueda
e Collado-Vides 2000; Babu e Teichmann 2003), archaea (Aravind e Koonin 1999), plantas e

animais (Morgenstern e Atchley 1999; Riechmann e Ratcliffe 2000; Ledent e Vervoort 2001)
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demonstraram que o0s conjuntos de TFs obtém seus dominios de ligagdo a DNA de um
repertorio ancestral relativamente pequeno e muito bem conservado (Babu, Luscombe et al.

2004).

Tabela 1 Média do numero fatores de transcri¢cdo presentes em genomas vegetais em comparagao com
a média total de genes de cada grupo (Adaptado de Jin, Zhang et al. (2014).

Lineage Species Gene TF (%) Family
Chlorophyta 10 10550 141 (1.34) 35
Bryophyta 1 32273 1079 (3.34) 53
Lycopodiophyta 1 22271 665 (2.99) 54
Coniferophyta 1 71158 1851 (2.60) 55
Basal Magnoliophyta 1 26 846 900 (3.35) 58
Monocot 15 34017 1701 (5.00) 58
Eudicot 38 34798 1861 (5.35) 58

Vérias evidéncias indicam que a proliferacdo de diferentes familias de TFs tem
contribuido substancialmente para a diversidade morfolégica nos animais. A generalidade
dessa observacao foi reforcada pela evidéncia da massiva expansdo e diversificacdo de
vérias familias de TFs em A. thaliana. Muitos destes incluem dominios de ligacdo ao DNA
bem caracterizados, como MADS-box e MYB, conhecidos por participarem de funcdes
biologicas especificas de plantas, incluindo desenvolvimento floral e diferenciacao
meristemal (Riechmann e Ratcliffe 2000; Lespinet, Wolf et al. 2002). Dentre as principais
(mais numerosas) familias génicas de TFs detectadas em A. thaliana, muitas séo
especificamente encontradas em plantas, como por exemplo: AP2 (APETALAZ2), Dof, EREBP

(ethylene-responsive-element binding protein), NAC, WRKY, ARF-Aux/IAA (auxin response
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factor). Alguns outros grupos ndo muito numerosos em animais ou leveduras tem sido
consideravelmente expandidos na linhagem vegetal, como por exemplo: MYB (esta constitui
a maior familia de TFs em A. thaliana), MADS e bZIP (basic-region leucine-zipper)
(Riechmann e Ratcliffe 2000).

Ha aproximadamente 10 anos estimou-se que mais de 99% dos TFs preditos em
leguminosas ainda careciam de caracteriza¢do funcional (Udvardi, Kakar et al. 2007). Apos
esta publicagdo, 13 genomas de leguminosas foram montados em sua completude (ou
bastante préximo dela) (Dash, Campbell et al. 2016), aumentando ainda mais o hiato entre
informacdo génica e comprovagdo experimental de fungdo. Diante deste cenario,
investigagbes computacionais e evolutivas sdo essenciais para auxiliar na predi¢ao funcional
deste vasto numero de TFs conhecidos (Libault, Joshi et al. 2009). Inicialmente, varios TFs
foram identificados baseados em similaridade de sequencia entre genes de leguminosas e
de A. thaliana conhecidos por resultarem em fenotipo mutante especifico. TFs de
leguminosas associados ao controle de meristemas florais foram descobertos dessa forma:
LjFLO, PSFLO/LFY, PsPEAM4, e MtPIM (Hofer, Turner et al. 1997; Berbel, Navarro et al.
2001; Taylor, Hofer et al. 2002; Dong, Zhao et al. 2005; Benlloch, d'Erfurth et al. 2006). TFs
envolvidos especificamente na interacdo com bactérias rhizobium, responsaveis pela fixacdo
de nitrogénio, foram identificados. Entre estes TFs estdo os genes NSP1 e NSP2, que
codificam dois TFs do tipo GRAS que sao essenciais para a infec¢cado dos pelos radiculares
em M. truncatula. Os pelos radiculares dos mutantes que ndo possuem 0s genes nao sao
infectados pelos simbiontes (Catoira, Galera et al. 2000; Oldroyd e Long 2003). Em Lotus
japonicus, outra importante espécie de leguminosa, TFs associados especificamente ao
processo de nodulacdo também foram identificados: NIN, ASTRAY, MtERN (Schauser,

Roussis et al. 1999; Nishimura, Ohmori et al. 2002; Middleton, Jakab et al. 2007).
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1.7.1 Principais familias de fatores de transcricdo em plantas

Atualmente s@o conhecidas diversas familias de TFs exclusivamente encontradas em
genomas de plantas. Dentre estas, estdao AP2/EREBP (Riechmann e Meyerowitz 1998), NAC
(Aida, Ishida et al. 1997), os fatores de resposta a auxina (ARFs) (Guilfoyle, Hagen et al.
1998) e WRKY (Eulgem, Rushton et al. 2000). Alguns dominos presentes em reguladores
transcricionais especificos de plantas sao caracterizados por serem inovagdes surgidas nesta
linhagem. A familia AP2, por exemplo, possui um novo modulo de reconhecimento de DNA
utilizando uma estrutura folha-p presente apenas em plantas (Allen, Yamasaki et al. 1998).
Outras familias, por sua vez, parecem ser relacionadas filogeneticamente a familias
existentes antes das plantas, como por exemplo as proteinas GRAS. Com base no arranjo
similar da arquitetura de dominos funcionais, acredita-se que GRAS possua relacéo

filogenética distante com a familia STATS de animais (Richards, Peng et al. 2000).

Desde a clonagem da primeira proteina WRKY (SPF1) em Ipomea batatas (L)
(Ishiguro e Nakamura 1994), uma quantidade expressiva de genes WRKY vem sendo
identificada experimentalmente em diversas espécies vegetais, tais como trigo (Rushton,
Macdonald et al. 1995), A. thaliana (de Pater, Greco et al. 1996), tabaco (Yang, Chen et al.
1999), arroz (Zhang, Xie et al. 2004), e uva (Marchive, Mzid et al. 2007). Atualmente, as
WRKY estao entre as mais bem descritas familias de fatores de transcricdo em plantas. E
participam de processos que vao desde a resposta a estresses bibticos (Pandey e Somssich
2009), a embriogénese (Lagace e Matton 2004), desenvolvimento do tricoma (Johnson,
Kolevski et al. 2002), sinalizacdo hormonal (Miao e Zentgraf 2007), senescéncia foliar (Zhou,
Jiang et al. 2011) entre outras. Sabe-se que dominio WRKY contém cerca de 60 aminoacidos
constituido por um core conservado (WRKYGQK) na porcdo N-terminal, além de um motif

zinc-finger-like em sua extremidade C-terminal (Eulgem, Rushton et al. 2000). Proteinas
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WRKY posssuem afinidade com o motif W-box (TTGACT/C), embora outros sitios de ligacéo

com afinidade a WRKY tenham sido recentemente identificados (Cai, Qiu et al. 2008).

A primeira proteina da familia (v-myb) foi identificada no genoma do virus da
mieloblastose aviaria (Klempnauer, Gonda et al. 1982). Na linhagem vegetal, o gene C1 de
Zea mays, responsavel pela regulacdo da pigmentacdo por antocianina, foi o primeiro gene
MYB descrito experimentalmente (Paz-Ares, Ghosal et al. 1987). A estrutura das proteinas da
familia apresenta comumente de 1 a 4 repeticbes do dominio MYB que podem atuar
sinergicamente ou individualmente na ligacdo ao DNA. Cada uma das repeticbes possui
cerca de 52 aminoacidos contendo 3 residuos de triptofano (ou residuo alifatico) espacados
regularmente formando um nucleo hidrofébico na regido do dominio (Kanei-Ishii, Sarai et al.
1990). Proteinas MYB sédo usualmente classificadas em 4 grupos de acordo com o niumero
de repeti¢bes encontradas do dominio MYB: MYB1R, R2R3-MYB, MYB3R e MYB4R (Dubos,
Stracke et al. 2010). Integrantes do grupo R2R3-MMYB sado especificas de plantas e,
também, o grupo mais abundante na linhagem, com mais 100 representantes conhecidas em

monocotiledbnias e dicotileddéneas (Wilkins, Nahal et al. 2009).

2 JUSTIFICATIVA

As novas tecnologias de sequenciamento de segunda e terceira geracdo vem
permitindo a elucidacdo de diversos genomas vegetais, desafiadores em virtude de seu
tamanho, ploidia e complexidade de regides repetitivas. Boa parte destas tecnologias pode
ainda ser aplicado ao estudo de transcriptomas em diversas condi¢des, visando
compreender a dindmica e complexidade regulatéria. O estudo adequado destes conjuntos

de dados tem potencial de revelar loci com potencial biotecnolégico, facilitando sua
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aplicabilidade em experimentos no laboratério e no campo. Trabalhos realizados nos ultimos
anos investigaram de forma detalhada varios genomas e transcriptomas de soja em diversos
tecidos e condigdes fisioldgicas (Libault, Farmer et al. 2010; Schmutz, Cannon et al. 2010;
Severin, Woody et al. 2010; Jones e Vodkin 2013; Wang, Cao et al. 2014; Whaley, Sheridan
et al. 2015; Yuan, Li et al. 2016), fornecendo valiosa e extensa fonte de dados para analise.

Apesar de diversos estudos transcriptomicos em soja terem revelado aspectos
importantes acerca da fisiologia desta espécie, nenhum destes conjuntos de dados
compreendeu tecidos de soja durante a germinacdo. Comparados aos micro-arranjos
(microarrays), RNA-Seq pode, em teoria, detectar quase todos os transcritos de uma
determinada amostra biolégica, o que dificilmente acontece com os microarranjos, restritos a

deteccdo de genes/transcritos ja conhecidos (Chen, Wang et al. 2011).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

e Sequenciar o transcriptoma de eixos embriondrios de sementes de soja durante

varios estagios da germinacao;

e Investigar os principais eventos bioguimicos e regulatorios ativados em eixos

embrionarios de soja durante a germinacao.

3.2 Objetivos especificos

e Observar padrbes globais no perfil transcricional dos eixos embrionéarios de soja

durante a germinacao;
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e Correlacionar dados transcricionais com eventos morfoldgicos visiveis;

e Identificar genes diferencialmente expressos durante a germinagdo, com

especial foco sobre os genes envolvidos com func¢des regulatorias;

e Investigar a expressdo de genes responsaveis pela reativacdo de vias
metabolicas essenciais a producdo energética para manutencdo do

crescimento do eixo embrionario;

e Descrever a acdo regulatéria desempenhada por genes pertencentes as vias

de biossintese e sinalizacéo por fitorménios no eixo embrionario.

4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal, germinacéo e purificacao de RNA

As sementes de soja (cultivar BRS284) foram dispostas diretamente em placas de
Petri de 15cm, contendo 2g de algoddo molhado em 30 mL de agua destilada estéril. As
placas foram colocadas em camara climatica a 28 °C com foto periodo 12/12 horas e 50-65%
de umidade relativa. As sementes foram retiradas das placas apés 3 horas, 6 horas, 12 horas
e 24 horas ap6s a embebicdo (as sementes dormentes também foram utilizadas
posteriormente). Apds a coleta das sementes, 0s eixos embrionarios foram separados dos
cotilédones. Para cada amostra, 20 eixos foram coletados para a extracdo de RNA. O RNA
total foi extraido utilizando-se o Rneasy plant mini kit (Qiagen). A qualidade da extracdo de
RNA foi avaliada com uso de gel de agarose 1%, espectrometro Picodrop Microliter e Agilent
Bioanalyzer 2100. A preparacao de amostras para o RNA-Seq foi conduzida no LQFPP, em

colaboragédo com a Profa. Antonia Elenir A. Oliveira. Para cada amostra bioldgica, 2 réplicas
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tiveram seus mMRNAs sequenciados. As amostras de RNA foram preparadas utilizando o Kit
de preparacdo de amostras TruSeq RNA v2 (lllumina, cat. RS-122-2001) e submetidas ao
sequenciamento paired-end (2x 100bp) em plataforma lllumina HiSeq 2000 da LaCTAD

(UNICAMP, Campinas, Brasil).

4.2 Mapeamento dos fragmentos ao genoma de referéncia

Inicialmente, fragmentos de leitura (reads) tiveram as sequencias de adaptadores
aparadas utilizando o software Trimmomatic (Bolger, Lohse et al. 2014). Andlises gerais de
gualidade do sequenciamento foram realizadas utilizando o software FastQC
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc). Estas andlises  permitram a
identificacdo de bases enviesada ou de baixa qualidade nas 10 primeiras posi¢cdes dos
fragmentos. Estas regides foram aparadas visando manter apenas sequencias com alta
qualidade de resolugao.

Em seguida, as sequencias foram alinhadas ao genoma de referéncia (versao 1.1)
(Schmutz, Cannon et al. 2010) tornando possivel a montagem dos fragmentos nos loci
conhecidos, bem como o mapeamento dos transcritos ativos nos estagios do experimento.
Esta etapa foi realizada utilizando os softwares Bowtie 2.1.0 (Langmead e Salzberg 2012) e
Tophat2 (Kim, Pertea et al. 2013) utilizando o parametro “--b2-very-sensitive” (-D 20 -R 3-N 0
-L 20 -i S,1,0.50). Com os dados do sequenciamento alinhados, foi possivel entdo estimar
abundancia relativa de transcritos normalizados em FPKM (Fragments Per Kilobase of
transcript/gene per Million mapped reads) e realizar testes para estimar expressao diferencial
para cada um deles. Como forma de estabelecer um limiar de confiabilidade para os dados
de expressédo, genes com o valor de FPKM igual ou superior a 1 foram considerados

“‘expressos”. Tal etapa de normalizacdo dos dados foi realizada utilizando o software Cufflinks


http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc
http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc
http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc
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(Trapnell, Roberts et al. 2012).

4.3 Analise de expresséao génica diferencial

A ferramenta Cuffdiff (Trapnell, Roberts et al. 2012) foi utilizada para realizar as
seguintes analises: a) de genes regulados positivamente na progressdo temporal da
germinacdo e; b) de genes preferencialmente expressos em estigios individuais do
experimento. Genes regulados positivamente foram filtrados em ambiente R (http://www.r-
project.org/) pela ferramenta cummeRbund (Goff, Trapnell et al. 2012), utilizando o método
getSig() (alpha=0.1, level='genes’). Genes preferencialmente expressos foram encontrados
pelo método csSpecificity(), também presente no cummeRbund, que computa a distancia
Jensen-Shannon; esta distancia fica sempre entre 0 (para genes expressos
constitutivamente) e 1 (genes exclusivamente expressos). Genes com valores entre 0.7 e 1
foram considerados preferencialmente expressos.

Os padrbes transcricionais foram entdo agrupados por HCL (hierarchical clustering)
(Eisen, Spellman et al. 1998) e os respectivos mapas de calor (heatmaps) foram gerados
pelo software Gitools (Perez-Llamas e Lopez-Bigas 2011). Alguns grupos de dados foram
expressos na forma de z-score em vez de seus valores absolutos em FPKM. A normalizacéo
por z-score indica quantos desvios padrdo um elemento estd de sua média; e pode ser

“on L 4 (731}

calculado pela formula: z = (X - y) / 0; na qual “z” é o z-score, “X” é o valor do elemento, “p
representa a média da populagao, e “0” é o desvio padrao.
Outras analises adicionais foram realizadas por meio de scripts desenvolvidos in

house, escritos em linguagem Perl (https://perl.org/). A submissédo do conjunto completo de

dados deste trabalho foi feita ao banco de dados GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/qgeo/)

sob o identificador: GSE83481.


http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
https://perl.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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4.4 Analise de ortologia e regides de sintenia

A busca por genes ortologos foi realizada com os softwares BLASTp e MCL. No
primeiro passo o software BLASTp (Altschul, Madden et al. 1997) foi executado sobre os
conjuntos completos (all vs. all) de proteinas preditas das espécies envolvidas na analise,
obtidas do banco de dados do DOE-JGI (Department of Energy Joint Genome Institute; em
http://phytozome.jgi.doe.gov/). Para cada comparacao par-a-par, foi aplicado o filtro de E-
value maximo de 1e-05 e cobertura minima de 50% da menor proteina do par. Em seguida o
software MCL (Dongen 2000) foi utilizado para realizar o agrupamento das proteinas em
potenciais grupos de genes ortélogos (parametro: -l 3.0). Para evitar redundancia nos dados,
apenas a proteina mais longa codificada por cada gene foi utilizada nos casos em que

informacdes de splicing alternativo estavam disponiveis no banco de dados.

4.5 Andlise de fatores de transcri¢cdo e enriquecimento de termos

de Gene Ontology

As anotacfes das familias de fatores de transcricio em soja foram obtidas da
plataforma online PlantTFDB (Jin, Zhang et al. 2014) e inspecionadas manualmente. O
enriquecimento de termos GO foi conduzido na plataforma agriGO (FDR < 0,01) (Du, Zhou et
al. 2010). A lista de genes expressos (FPKM > 1) foi utilizada como background da anélise
estatistica. As listas de termos GO enriquecidos foram consolidadas utilizando a ferramenta
SEACOMPARE (presente no website do agriGO). A redundéancia de termos GO enriquecidos

foi removida usando REVIGO (Supek, Bosnjak et al. 2011).


http://phytozome.jgi.doe.gov/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise geral do transcriptoma de eixos embrionarios de soja

durante a germinacgéo

A densidade da expressdo génica encontrada em cada um dos estagios da
germinacao do eixo embrionario da soja esta representada a seguir (Figura 3) — eixo seco
(“dry”), com 3 (“3HAI"), 6 (“6HAI"), 12 (“12HAI") e 24 horas (“24HAI”) ap6s a embebicdo. O
resultado evidencia que a intensidade da expressdo génica tende a aumentar de forma
gradativa no decorrer da linha temporal analisada pelo experimento. Tendo a amostra 24HAI
(24 horas apoOs a germinacdo) com a maior densidade de transcritos com altos niveis de

expressao.

Para fins de controle da qualidade do sequenciamento, a similaridade/divergéncia do
padrdo de expressao entre as amostras (Figura 4) e, também, entre as respectivas réplicas
(Figura 5) foi analisada. Com base no método estatistico Jensen-Shannon (JS distance) foi
possivel estimar a divergéncia entre os transcriptomas. Em cada matriz, cada um dos
estagios é comparado a todos os outros. E tonalidades mais escuras representam maior
divergéncia entre as partes comparadas. O resultado confirma a qualidade do
sequenciamento para cada par, baseado na similaridade observada entre as réplicas
bioldgicas, bem como a esperada divergéncia entre as amostras mais distantes na escala
temporal.

Foram avaliados os indices de correlacdo da expressdo génica entre as amostras
sequenciadas representados em forma de dispersédo (Figuras 6-15). A comparagédo é feita
par-a-par e cada ponto do grafico representa o valor encontrado para a intensidade de

expressao de cada gene (valor convertido em log10). Quanto mais dispersos os pontos se
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encontram em relacdo a linha diagonal pontilhada, mais divergentes serdo os perfis de
expressdo considerados. Além de apontar para a esperada diferenca de padrdo entre
amostras mais distantes na linha temporal, o resultado enfatiza, principalmente, a distancia
critica entre o padréo de expressdo génica na amostra de 24HAI se comparada as demais.

Um total de 242-372 milhGes de reads paired-end foram sequenciados por estagio
(Tabela 1). Em termos de profundidade de sequenciamento o conjunto total de dados deste
trabalho (~1,58 bilhdes de reads) € aproximadamente 2,4 vezes maior que outro
transcriptoma de soja publicado recentemente (Wang, Cao et al. 2014). A qualidade dos
transcriptomas sequenciados neste trabalho € ilustrada pela alta taxa de mapeamento de
reads no genoma de referéncia: ~1,45 bilhdes (91,8%) foram mapeados com sucesso, dos
quais ~1,03 bilhdes (~71%) foram mapeados em um Unico locus (Tabela 2). Foram
encontrados 33.305 genes expressos em pelo menos um estagio (Figura 16) (FPKM > 1),
gue correspondem a ~61,5% dos genes preditos no genoma de referéncia da soja (Schmutz,

Cannon et al. 2010).
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Figura 3 Densidade da expressdo génica, medida em FPKM, para cada um dos estagios da
germinacao: dry (eixo seco), 3HAI (embrido 3 horas apds a embebicdo), 6HAI (embrido 6 horas apds

a embebicdo), 12HAI (embrido 12 horas ap6s a embebicdo), 24HAI (embrido 24 horas apés a
embebicao).
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Figura 4 A similaridade/divergéncia entre o perfil de expressdo génica das amostras sequenciadas é
representada pela distancia JS (Jensen-Shannon). Maiores valores representam maior divergéncia
entre os perfis das amostras.
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Figura 5 A similaridade/divergéncia entre o perfil de expressdo génica das amostras sequenciadas é
representada pela distancia JS (Jensen-Shannon). Maiores valores representam maior divergéncia
entre os perfis das amostras.



29

genes

Figura 6 Comparacdo da expressao génica entre as amostras de eixo seco (dry) no eixo x, e semente 3
horas ap6s embebicdo (3HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas respectivas amostras é representado
por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha pontilhada indica menor correlagédo

entre os perfis de expressdo génica
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Figura 7 Comparacgdo da expressao génica entre as amostras de eixo seco (dry) no eixo x e semente 6
horas ap6s embebicdo (6HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas respectivas amostras é representado
por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha pontilhada indica menor correlagéo

entre os perfis de expressdo génica.
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Figura 8 Comparacdo da expressao génica entre as amostras de eixo seco (dry) no eixo X, e semente
12 horas ap6s embebicdo (12HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas respectivas amostras é
representado por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha pontilhada indica menor
correlacdo entre os perfis de expressdo génica.
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genes

Figura 9 Comparacéo da expressdo génica entre as amostras de eixo seco (dry) no eixo x e semente 24
horas apds embebicao (24HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas respectivas amostras é representado
por um ponto no gréafico. Maior dispersdo em relacéo a linha pontilhada indica menor correlagéo
entre os perfis de expressdo génica.



33

genes

e - f PR . .
.
.
-

Figura 10 Comparacdo da expressdo génica entre as amostras de semente 3 horas ap0s germinacao
(3HAI) no eixo x e semente 6 horas apds embebicdo (6HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas
respectivas amostras é representado por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha
pontilhada indica menor correlacéo entre os perfis de expressao génica.
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Figura 11 Comparacdo da expressdo génica entre as amostras de semente 3 horas apds embebicéo
(3HAI) no eixo x e semente 12 horas ap6s embebicdo (12HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas
respectivas amostras é representado por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha
pontilhada indica menor correlacéo entre os perfis de expressao génica.
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Figura 12 Comparacao da expressao génica entre as amostras de semente 3 horas apds embebicéo
(3HAI) no eixo x e semente 24 horas ap6s embebicdo (24HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas
respectivas amostras é representado por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha
pontilhada indica menor correlacéo entre os perfis de expressao génica.
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Figura 13 Comparacdo da expressdo génica entre as amostras de semente 6 horas apds embebicdo
(6HAI) no eixo x e semente 12 horas ap6s embebicdo (12HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas
respectivas amostras é representado por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha
pontilhada indica menor correlacéo entre os perfis de expressao génica.
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Figura 14 Comparacgdo da expressdo génica entre as amostras de semente 6 horas apds embebicéo
(6HAI) no eixo x e semente 24 horas ap6s embebicdo (24HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas
respectivas amostras é representado por um ponto no grafico. Maior dispersdo em relacdo a linha
pontilhada indica menor correlacéo entre os perfis de expressao génica.
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Figura 15 Comparacdo da expressdo génica entre as amostras de semente 12 horas ap6s embebicéo
(12HAI) no eixo x e semente 24 horas apds embebicdo (24HAI) no eixo y. Cada gene mapeado nas
respectivas amostras é representado por um ponto no gréafico. Maior dispersdo em relacdo a linha
pontilhada indica menor correlacéo entre os perfis de expressao génica.
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Tabela 2 Distribuicdo de reads mapeados no genoma de referéncia da Soja: Estatisticas gerais do sequenciamento da
germicao de eixos embrionarios da soja. Cada linha da coluna representa um ponto na escala temporal da germinacéo,
iniciando em 0 horas (semente seca) até 24 horas apds embebi¢do em agua.

Multiplos alinhamen- Total de reads mapea-

Amostra Reads ndo mapeados tos Alinhamentos Unicos dos
Dry 21.888.018 85.630.708 157.064.044 242.694.752
3HAI 16.427.943 71.875.156 182.185.569 254.060.725
6HAI 19.798.969 87.809.774 211.697.839 299.507.613
12HAI 17.874.585 76.704.465 200.731.192 277.435.657
24HAI 24.183.233 97.381.607 275.170.244 372.551.851

*HAI, hours after imbibition.
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Dry
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Figura 16 Padr@es globais de expressdo génica nos eixos embrionarios de soja durante a germinagéo
(embrido seca, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI). Os padrdes de expressdo foram agrupados por HCL
(hierarchical clustering). Apenas genes expressos (FPKM >1) estdo representados. Os valores de
expressao foram convertidos em z-scorexc , e as intensidades de expressao variam entre -2 e 2. (HAI:
Hours after imbibition)
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5.2 Identificacdo de genes preferencialmente expressos e analise

da transicao do perfil transcricional em 24 HALI.

Embora a literatura classica aborde de forma ampla aspectos morfoldgicos e
bioguimicos relacionados a germinacdo de sementes, as transicdes subjacentes em seu
perfil transcricional permanecem ainda pouco compreendidas. Os resultados iniciais sugerem
gue a amostra de 24 horas apés embebicdo (HAI — hours after imbibition) se distancia
consideravelmente das demais no que tange a seu perfil transcricional. Para melhor
compreender tal diferenca, foram analisados os conjuntos de genes preferencialmente
expressos em cada estagio da germinacao (Figura 17A-B). Com base em tal investigacéo
viu-se que 99.6% do total de genes preferencialmente expressos (730 de 733) ocorrem em
24-HAI (Figura 17B). Intuitivamente este resultado poderia ser associado a uma transicao
morfolégica de proporcdo igualmente drastica. Contudo, a medicdo de peso seco destes
eixos embrionarios (Figura 17C) revela que o aumento de volume observado nos eixos
decorre apenas da assimilacdo de agua pelas células nesse estagio (Bewley, Bradford et al.
2012). A regulacdo positiva na progressdo da germinacdo segue a mesma tendéncia
observada na analise de genes preferencialmente expressos (Figura 17D), recapitulando a
divergéncia nos perfis transcricionais entre 12 e 24HAI. Os resultados evidenciam uma
transicdo marcante no perfil transcricional dos eixos embrionarios de soja ocorrida apés as
12 HAIL. Embora fosse intuitiva a associacdo deste evento a transicdes morfologicas
significativas, tal consequéncia ndo € observada no peso seco dos eixos embrionarios
(Figura 17); o que estd de acordo com o conhecimento atual sobre o mecanismo de

crescimento do eixo embrionario. O crescimento do 6rgdo ocorre sob agdo majoritaria da

entrada agua e expanséo celular (Bewley, Bradford et al. 2012). Somado a isso, a presenca
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significativa de genes relacionados a fotossintese (G0O:0015979) no conjunto de genes
preferencialmente expressos em 24HAI sugere que a transicao do perfil transcricional neste
periodo constitui uma fase de preparacdo para o estabelecimento da plantula e para seu

crescimento autotréfico.
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Figura 17 (A) Imagens do material biol6gico utilizado nos sequenciamentos. Da esquerda para a
direita: embrido seco, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI (B) Log2 da contagem total de genes
preferencialmente expressos no contexto da germinacdo em cada tempo (dry, 3HAI, 6HAI, 12HAI,
24HAI). Acima das barras, gréaficos-donut mostram os valores absolutos das contagens de genes
preferencialmente expressos separados por intervalo de intensidade de expressdo (<5; <20; <100;
>100). (C) Para cada amostra, peso seco e peso fresco dos eixos embrionarios foram medidos. Os
graficos de caixa denotam a variacdo encontrada em 20 individuos organizados em duas raias: a
primeira (esquerda) sendo peso fresco, e a segunda (direita) o peso seco. (D) As barras indicam as
contagens de genes regulados positivamente em progressao nos intervalos do experimento.
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5.3 Genes envolvidos com homeostase da parede celular, proteinas
guinases e fatores de transcricao séo regulados positivamente durante a
germinacao

Foram detectados 730, 674, 1307 e 4394 genes regulados positivamente nos
intervalos eixo seco/3HAI, 3HAI/6HAI, 6HAI/12HAI, 12HAI/24HAI, respectivamente.
Utilizando esse dado, foi conduzida uma analise de enriguecimento de termos GO com o
objetivo de investigar as tendéncias mais conspicuas no curso na germinacao. A analise de
enriquecimento de termos GO apontou um aspecto marcante na germinacdo da soja: a
regulacao positiva preferencial de genes codificadores de proteinas quinases (G0O:0004672)
no intervalo eixo seco/3HAIl (Tabela 3). Um dos genes da familia das quinases
(Glyma06g15270) codifica um receptor de brassinosterdides, homologo ao ATBRI1 de
Arabidopsis thaliana (At4g39400), e encontra-se regulado positivamente (4x) em 3HAI.
Nesse contexo, foi demonstrado que a regulacédo de BR via ATBRI1 é capaz de promover a
germinacao, na medida em que atua como antagonista aos efeitos de ABA (Steber e McCourt
2001). Viu-se ainda que o gene Glyma06g15270 é positivamente regulado em presenca de
BR exdgeno e é capaz de restaurar o fendétipo dwarf mutant bril-5 em A. thaliana (Wang, Sun
et al. 2014). O gene Glymal2g22660 (também da familia das quinases) apresenta niveis de
expressao relativamente altos (FPKM >20); este gene é homdlogo ao gene THESEUSL1 de A.
thaliana (THE1/At59g54380), que é induzido por BR e necessario para a ocorréncia normal do
processo de elongacao celular (Guo, Li et al. 2009). THESEUS1 ainda atenua a inibicdo do
crescimento do hipocétilo em alguns mutantes de parede celular (Hematy, Sado et al. 2007) e
compde um sistema de verificagdo na parede celular de células em processo de expansao
(Hematy, Sado et al. 2007). Curiosamente, o gene Glymal2g22660 é regulado positivamente

em 3HAI (eixo seco - 3HAI) e também em 24HAI (12HAI - 24HAI). Tal padréo de ativacéo
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(em 3 e 24HAI) coincide com: a) a segunda fase de absorcdo de 4gua pela semente; b) com
a ativacdo massiva de genes relacionados a parede celular (Tabela 3). Assim sendo, 0s
resultados sugerem que a sinaliza¢ao por BR via BRI1 e THESEUS1 constitui um importante
sistema responsavel pela regulacdo da expansao celular durante a germinagdo. Outro gene
da familia das quinases fortemente induzido em 3HAI é o Glymal0g33240, um receptor de
etileno cujo homélogo em A. thaliana atua em plantulas (Sakai, Hua et al. 1998; Kim,
Helmbrecht et al. 2011) e em sementes sob estresse salino (Wilson, Kim et al. 2014). Um
homologo (Glymal4g39290) da TMK1 (transmembrane kinase) de A. thaliana (Atlg66150)
também integra este grupo; sabe-se atualmente que a TMKL1 é induzida por GA (Cao, Cheng
et al. 2006). Por ultimo, foi observada a regulacdo positiva precoce do gene Glyma07g10695,
gue codifica uma proteina quinase e possui um homoélogo em A. thaliana (Atlg18390); este
j& descrito como atuante na via de sinalizagdo de ABA (Lim, Yang et al. 2015). As
observacgfes relativas a familia das quinases sugerem que as cascatas de sinalizacdo
envolvendo fosforilagéo, incluindo as vias de sinalizagcdo por fitormonios, desempenham

funcao crucial nos estagios iniciais da germinacao.

O unico termo GO enriquecido em todos os estagios analisados foi GO:0016705, que
€ composto por diversas familias de oxidorredutases, incluindo: 1) homdélogos de ACCox,
ACO1 e ACO4, que catalisam a ultima etapa da biossintese do etileno. Vale ainda ressaltar
que 5/6 genes ACO4 regulados ultrapassam a marca de 10 FPKM somente apds 6HAI,
indicando que o etileno seja mais relevante no estagio tardio da germinacéo; 2) 47 genes da
familia citocromo P450 (CYP), que séo induzidos principalmente entre 12 e 24HAI; 3) GA
oxidases (8 genes); 4) 28 oxoglutarato/ferro-dependente dioxigenases (Tabela 3). Além disso,
encontrou-se ainda um termo GO relacionado (GO:0055114 — processo de oxido-reducéo)

enriquecido entre genes induzidos em 6, 12 e 24HAI, que inclui: aldeido desidrogenases,



46
lipoxigenases e peroxidases (Tabela 3). Embora distintas evolutiva e estruturalmente, todas
estas familias estdo associadas ao metabolismo e homeostase da parede celular (Wang, Ji et

al. 2009; Nelson, Flematti et al. 2010; Daniel, Pavkov-Keller et al. 2015).

Um notével enriquecimento de termos GO relacionados a fotossintese (GO:0009579 —
tilacéide; GO:0015995 - biossintese de clorofila) também foi observado (Tabela 3). Baseado
nisso, consolidamos estes termos sob o termo geral relacionado a fotossintese
(GO:0015979). Este grupo amplo compreende vérias subunidades de fotossistemas | e I,
incluindo genes codificadores de proteinas do complexo antena e de proteinas de ligacdo a

clorofila (e.g. Glyma01g28810 e Glyma05g25810, respectivamente).

O aspecto mais marcante presente no conjunto de genes regulados positivamente
logo apdés a embebicdo (eixo seco/3HAI) é a presenca massiva de reguladores
transcricionais DNA-dependentes (GO:0006355) (Tabela 3) sendo a vasta maioria destes
classificados como TFs no banco de dados PlantTFDB (Jin, Zhang et al. 2014). Com o
objetivo de aprofundar a analise de TFs, observou-se que 53% (2000/3717) de todos os TFs
de soja s@o expressos em algum momento da germinagédo. Destes, 432 sdo regulados
positivamente em pelo menos um intervalo de tempo analisado. De fato, 3HAI é o Unico
estagio que apresenta enriquecimento de TFs (81 genes; p-value = 8x10%; Teste Exato de
Fisher), confirmando os resultados obtidos por enriquecimento de termos GO. Notamos ainda
a grande quantidade relativa de genes da familia LBD, que constitui 1/9 do total de TFs
regulados positivamente em 3HAI. A presenca significativa de TFs da familia LBD (LOB
domain) (Shuai, Reynaga-Pena et al. 2002) no estagio inicial da germinacdo (eixo seco-
3HAI) é coerente com a discusséo anterior acerca da sinalizagdo por BR, uma vez que BR
induz a expresséo de fatores de transcricdo LBD em A. thaliana. O LBD, por sua vez, reprime

a acumulacéo de BRs por meio da regulacéo da expressdo da enzima BAS1 (Bell, Lin et al.
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2012). Assim sendo, LBDs sao parte de um mecanismo de retroalimentagdo negativo
envolvido na homeostase de BR (Ryu e Hwang 2013). Contudo, devido aos baixos niveis de
expressdo observados para os genes homélogos a BAS1, é provavel que este mecanismo
esteja inativo nos eixos embrionarios de soja durante a germinacéo. Adicionalmente, sabe-se
gue LBDs promovem a transcricdo de uma expansina em A. thaliana e, presumivelmente,
outros genes associados ao afrouxamento da parede celular (Lee, Kim et al. 2013). Com
isso, sugere-se que TFs LBD sejam integrantes de um sistema BAS1-independente
responsavel pela regulacdo da remodelacdo da parede celular durante a germinacdo em

soja.
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Tabela 3 Enriquecimento de Termos GO (Gene Ontology) entre os genes diferencialmente expressos
durante a germinacéao.

. -~ TEEE| S EE| 8T 5T B 5% 8% 58
GOTerm |3 Description eI R = LE s 28 Py S 29

. SPRIR 18 2|9 e|¢ 9|9
G0:0005576 | C extracellular region 3,7E-9 | 17 17E-12| 44
G0:0005618 | C cell wall 53E-7 | 14 [54E-3| 9 1,2E-12| 43
G0:0048046 | C apoplast 53E-7 | 10 | 64E-3 | 6 6,1E-9 | 23
G0:0006073 | P cellular glucan metabolic process 3,2E-6 | 15 8,8E-10( 43
G0:0006355 | P regulation of transcription, DNA-dependent 3,2E-6 | 67
G0:0045449 | P regulation of transcription 3,2E-6 | 67
G0:0030312 | C external encapsulating structure I 3,7E-6 | 14 3,3E-10( 44
G0:0016762 | F xyloglucan:xyloglucosyl transferase activity 5,6E-6 | 10 2,6E-8 | 23
G0:0019222 | P regulation of metabolic process 8,3E-6 | 68
G0:0065007 | P biological regulation 3,0E-5 | 90
G0:0006350 | P transcription 3,2E-5 | 69
G0:0050794 | P regulation of cellular process 3,4E-5 | 86
G0:0050789 | P regulation of biological process 6,2E-5 | 86
G0:0016758 | F transferase activity, transferring hexosyl groups 1,0E-4 [ 28 1,2E-5 [ 99
G0:0016740 | F transferase activity 1,1E-4 [ 119
G0:0016757 | F transferase activity, transferring glycosyl groups 1,1E-4 | 32 2,1E-4 (114
G0:0031012 | C extracellular matrix 13E4 [ 7 45E-3 | 13
G0:0044421 | C extracellular region part 13E-4 | 7 45E-3 | 13
G0:0003700 | F transcription factor activity 1,0E-3 [ 35
G0:0016747 | E transferase activity, transferring acyl groups other 13E-3 | 18

than amino-acyl groups
G0:0005976 | P polysaccharide metabolic process . 1,3E-3 [ 17 79E-9 | 74
G0:0016746 | F transferase activity, transferring acyl groups 14E-3 [ 19
G0:0016705 | E oxidoreducta§e activity, agting on paired donors, with 2483 | 22 | 726-3 | 21 | 5363 | 34 | 226-4 | 85
incorporation or reduction of molecular oxygen

G0:0004672 | F protein kinase activity 3,5E-3 | 54
G0:0030528 | F transcription regulator activity 3,5E-3 | 46
G0:0016070 | P RNA metabolic process 8,8E-3 | 70
G0:0004866 | F endopeptidase inhibitor activity 96E-3 | 6
GO:0005975 | P carbohydrate metabolic process [T 1] 5,2E-7 | 55 | 1,4E-7 | 90 |3,6E-11] 224
G0:0044282 | P small molecule catabolic process 1,1E-5 [ 18
G0:0044262 | P cellular carbohydrate metabolic process 34E-5 | 34 2,9E-5 [121
G0:0006096 | P glycolysis 52E-5 | 12
G0:0055114 | P oxidation reduction . 3,6E-4 | 63 | 15E-4 [ 113 |54E-20( 365
G0:0046164 | P alcohol catabolic process 49E-4 | 13
G0:0006546 | P glycine catabolic process 54E-4 | 5 78E-3| 8
G0:0016052 | P carbohydrate catabolic process 1,7E-3 [ 13
G0:0005996 | P monosaccharide metabolic process 2,0E-3 | 14
G0:0004553 | F |hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds 2,3E-3 | 24 |8,4E-13| 58 |4,8E-13| 115
G0:0044248 | P cellular catabolic process 2,8E-3 | 23
G0:0016798 | F hydrolase activity, acting on glycosyl bonds 3,4E-3 | 24 |7,0E-13| 61 |59E-13|120
G0:0006091 | P generation of precursor metabolites and energy 4,1E-3 | 14 2,0E-4 [ 51
G0:0005829 | C cytosol 5,4E-3 7
G0:0044445 | C cytosolic part 54E-3 | 7
G0:0016491 | F oxidoreductase activity . 6,1E-3 | 67 | 1,4E-3 [ 121 |4,6E-22 | 425
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oxidoreductase activity, acting on paired donors, with
incorporation or reduction of molecular oxygen, 2-

GO0:0016706 | F . ) 7,1E-3 | 12
oxoglutarate as one donor, and incorporation of one
atom each of oxygen into both donors
G0:0004857 | F enzyme inhibitor activity 7,2E-3 | 10 2,8E-6 | 37
G0:0009310 | P amine catabolic process 76E-3 | 5
G0:0015995 | P chlorophyll biosynthetic process 24E-8 | 12 | 52E-6 | 14
G0:0015979 | P photosynthesis 4,7E-8 | 28 |1,1E-22| 74
G0:0015994 | P chlorophyll metabolic process 6,5E-8 | 12 [ 6,1E-6 | 15
G0:0016851 | F magnesium chelatase activity 8,1E-8 | 11 | 43E-7 [ 15
G0:0051002 | F ligase activity, forming nitrogen-metal bonds 8,1E-8 | 11 | 43E-7 | 15
G0:0070008 | F serine-type exopeptidase activity 40E-7 | 14 | 1,3E-7 | 23
G0:0004180 | F carboxypeptidase activity 1,3E-6 [ 14 | 94E-7 | 23
G0:0003824 | F catalytic activity 1,8E-4 [ 537 | 4,3E-8 1565
G0:0008238 | F exopeptidase activity 19E-4 [ 15 | 7,4E-4 | 26
G0:0042440 | P pigment metabolic process 35E-4 | 12
G0:0005506 | F iron ion binding 4,1E-4 | 37 [4,3E-10] 103
G0:0020037 | F heme binding 6,1E-4 | 32 [ 46E-8 | 84
G0:0009341 | C beta-galactosidase complex 6,3E-4 | 7
G0:0009579 | C thylakoid 6,3E-4 | 16 [2,4E-11]| 42
G0:0034357 | C photosynthetic membrane 6,3E-4 | 15 |3,3E-10( 39
G0:0046906 | F tetrapyrrole binding 6,9E-4 | 32 | 7,3E-8 | 84
G0:0004565 | F beta-galactosidase activity 75E-4 | 7
G0:0015925 | F galactosidase activity 75E-4 | 7
G0:0033013 | P tetrapyrrole metabolic process 12E-3 [ 13
G0:0016787 | F hydrolase activity 1,6E-3 [185] 1,1E-5 [ 523
G0:0018130 | P heterocycle biosynthetic process 39E-3 | 17
G0:0005507 | F copper ion binding 4,5E-20| 58
G0:0016614 | E oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of 1,0E-12| 98
donors
G0:0000785 | C chromatin 1,2E-12| 41
G0:0032993 | C protein-DNA complex 1,2E-12| 41
G0:0009765 | P photosynthesis, light harvesting 2,0E-12| 23
. oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of
G0:0016616 | F donors, NAD or NADP as acceptor SOE-12| 94
G0:0019684 | P photosynthesis, light reaction 9,6E-12| 27
G0:0034622 | P cellular macromolecular complex assembly 3,6E-11| 62
G0:0006323 | P DNA packaging 4,4E-10| 41
G0:0071103 | P DNA conformation change 6,8E-9 [ 43
G0:0005694 | C chromosome 7,2E-9 | 51
G0:0034621 | P |cellular macromolecular complex subunit organization 1,0E-8 | 64
G0:0006629 | P lipid metabolic process 1,3E-8 | 155
G0:0004601 | F peroxidase activity 18E-8 | 41
GO:0016684 | E oxidoreductase activity, acting on peroxide as 1.8E-8 | 41
acceptor
G0:0048037 | F cofactor binding 1,8E-8 | 154
G0:0050662 | F coenzyme binding 1,0E-7 [ 120
G0:0006979 | P response to oxidative stress 2,1E-7 | 37
G0:0005509 | F calcium ion binding 4,2E-7 | 37
G0:0016209 | F antioxidant activity 7,3E-7 | 47
G0:0030599 | F pectinesterase activity 9,8E-7 | 25
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G0:0005874 | C microtubule 1,3E-6 | 18
G0:0009207 | P | purine ribonucleoside triphosphate catabolic process 1,8€E-6 | 19
G0:0051276 | P chromosome organization 2,6E-6 | 47
G0:0071555 | P cell wall organization 7,9E-6 [ 20
G0:0009055 | F electron carrier activity 9,8E-6 [ 109
G0:0005578 | C proteinaceous extracellular matrix 1,8E-5 | 13
G0:0071554 | P cell wall organization or biogenesis 2,1E-5 | 30
G0:0008202 | P steroid metabolic process 2,9E-5 [ 40
G0:0042545 | P cell wall modification 6,7E-5 [ 16
G0:0007017 | P microtubule-based process 6,8E-5 | 46
G0:0055086 | P nucleobase, nucleoside and nucleotide metabolic 6.8E-5 | 70
process
G0:0006694 | P steroid biosynthetic process 7,7E-5 | 38
G0:0003854 | F | 3-beta-hydroxy-delta5-steroid dehydrogenase activity 8,7E-5 | 37
G0:0016229 | F steroid dehydrogenase activity 8,7E-5 | 37
G0:0033764 | E steroid dehydrogenase activity, acting on the CH-OH 8,7E-5 | 37
group of donors, NAD or NADP as acceptor
G0:0019898 | C extrinsic to membrane 8,9E-5 [ 15
G0:0046872 | F metal ion binding 1,2E-4 | 331
G0:0044281 | P small molecule metabolic process 1,3E-4 | 228
G0:0008610 | P lipid biosynthetic process 18E-4 | 82
G0:0043169 | F cation binding 19E-4 | 331
G0:0043167 | F ion binding 2,1E-4 | 331
G0:0022607 | P cellular component assembly 4,3E-4 | 63
G0:0016829 | F lyase activity 7,4E-4 | 56
G0:0043933 | P macromolecular complex subunit organization 8,7E-4 | 65
G0:0016759 | F cellulose synthase activity 15E-3| 14
G0:0016760 | F cellulose synthase (UDP-forming) activity 15E-3 | 14
60:0016820 | F heroIase activity, acting on acid anhydrides, 16E-3 | 36
catalyzing transmembrane movement of substances
G0:0046483 | P heterocycle metabolic process 16E-3| 74
G0:0008831 | F dTDP-4-dehydrorhamnose reductase activity 1,7E-3 | 20
G0:0006952 | P defense response 1,7E-3 | 36
G0:0005215 | F transporter activity 2,3E-3 [ 176
G0:0044092 | P negative regulation of molecular function 2,6E-3 | 17
G0:0003993 | F acid phosphatase activity 30E-3 [ 11
G0:0008152 | P metabolic process 4,7E-3 11604
G0:0005856 | C cytoskeleton 55E-3 | 33
G0:0017171 | F serine hydrolase activity 5,6E-3 [ 50
G0:0016053 | P organic acid biosynthetic process 5,6E-3 | 57
G0:0046394 | P carboxylic acid biosynthetic process 5,6E-3 [ 57
G0:0016051 | P carbohydrate biosynthetic process 57E-3 [ 53
G0:0006544 | P glycine metabolic process 6,3E-3 [ 13
G0:0035251 | F UDP-glucosyltransferase activity 0,01 | 20
G0:0046527 | F glucosyltransferase activity 0,01 20
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5.4 Ativacao transcricional de genes do metabolismo primario

durante a germinacgéo

5.4.1 Metabolismo de carboidratos

Numa perspectiva ampla, os resultados corroboram a nocdo de que sementes nos
estagios iniciais de germinacao abrigam duas subpopulacées de mRNAs distintas: transcritos
gue tiveram funcdo crucial no estagio tardio da maturacdo da semente (antes da
germinacao); e transcritos expressos de novo na semente apés a embebicdo que serdo

necessarios aos eventos metabdlicos essenciais ao inicio da germinagéo (Figura 18).

No contexto da reativacdo do metabolismo primario, sabe-se que sacarose e
oligossacarideos da familia das rafinoses (RFO — raffinose family oligosaccharides) séo os
principais carboidratos solaveis disponiveis em sementes de soja (Kuo, Doehlert et al. 1990)
e 0s principais acumulados apos o processo de dessecacdo (Obendorf, Zimmerman et al.
2009). As concentracfes de RFO declinam consideravelmente durante a germinacao, em
concomitancia com a perda de tolerancia a desseca¢do e o aumento nos niveis de acucares
redutores (Koster e Leopold 1988). Em termos de producédo de energia, as invertases (EC
3.2.1.26; sacarose —> frutose + glicose) sdo as maiores responsaveis pelo consumo de
sacarose. ldentificamos a expressdao de 10 invertases expressas, das quais 6 foram
induzidas em 24HAI; 4 destas apresentaram niveis de expressao relativamente altos (FPKM
>10), com picos de expressado ocorrendo em 24HAI (Figura 19;Tabela 4). Baseado em tais
observagfes, os resultados apontam para uma demanda crescente de monossacarideos
derivados da hidrélise da sacarose na germinacdo tardia e, presumivelmente, nos estagios
iniciais do estabelecimento da plantula. Enquanto invertases sao frequentemente associadas

a condicdes de alta demanda energética (e.g. expansao celular), a atividade da sacarose
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sintase (SuSy; EC 2.4.1.13; sacarose + UDP «— UDP-glicose + frutose) tem sido associada a
biossintese de polissacarideos estruturais ou de reserva (Winter e Huber 2000). Embora
reversivel, a atividade de SuSy favorece a quebra da sacarose na maioria dos tecidos
heterotréficos, disponibilizando precursores como UDP-glicose para a biossintese de
polissacarideos estruturais e de reserva (Winter e Huber 2000; Salerno e Curatti 2003). A
sacarose sintase é capaz de associar-se a membranas e prover um canal de UDP-glicose do
citoplasma até os complexos celulose sintase (Amor, Haigler et al. 1995; Winter e Huber
2000; Haigler, Ivanova-Datcheva et al. 2001), que interagem com o0s microtubulos e
direcionam a deposicao de celulose e elongacao celular (Paredez, Somerville et al. 2006).
Foi observado que 14, dos 19 genes que codificam celulose sintases, sdo regulados
positivamente em 24HAI (Tabela 3). Apesar dos altos niveis de expressao de invertases e
SuSys na germinacao, sabe-se que as concentracdes de sacarose nao sofrem redugcdo ao
longo da germinagéo (Koster e Leopold 1988; Kuo, Doehlert et al. 1990). Com base nisto, 0os
resultados apontam para uma constante renovacdo do conteddo de sacarose no eixo
embrionério, sugerindo um papel central para 0 consumo da sacarose durante a germinacao
em soja; o que é corroborado também pela ativagdo precoce de genes das vias da glicélise e

respiracao celular, que podem ser alimentadas pela degradacao da sacarose.

Foi observada também a ativacdo precoce das vias da glicolise e ciclo de Krebs, que
podem ser parcialmente alimentadas pela degradacéo de glicose. Entre 0os genes expressos
nestas vias, estdo: 12 hexoquinases; 12 fosfofrutoquinases (PFK); 13 gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenases (GAPDH); triosefosfato isomerases (TIM) e piruvato quinases (PKs) (Figura
19 e Tabela 4). O gene At2g21170 de A. thaliana codifica uma proteina TIM (anotada como

TPI) que é necesséaria a transcigcdo do crescimento heterotréfico para o autotréfico nos

estagios pos-germinativos. Mutacdes nesse gene resultam em acumulacdo deletéria de
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diidroxicetona fosfato e desenvolvimento anormal do cloroplasto (Chen e Thelen 2010). No
presente trabalho, foram encontrados 4 ortélogos do gene At2g21170 em soja, dos quais
Glymal9g36990 e Glyma03g34300 sdo expressos em niveis relativamente altos na
germinacgédo, sugerindo que estes sejam igualmente criticos na transi¢cdo para a modalidade

autotrofica de crescimento na soja.

A glicose pode ainda ser consumida pela via das pentoses fosfato, num processo
intimamente dependente da atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH).
Os dados revelaram a presenca de 8 G6PDHs (Figura 19 e Tabela 4). Foi observada também
a expressao de 3 frutose-1,6-bifosfatases (FBPase), 7 PFKs dependentes de pirofosfato
(PFP) (Figura 19 e Tabela 4). No que concerne a producao de Acetil-CoA, foi observada a
expressdo de 5 genes codificadores da subunidade E2 do complexo piruvato desidrogenase
(PDC - pyruvate dehydrogenase complex), 19 genes da subunidade E1 e 7 genes da
subunidade E3. Sendo o ciclo do &cido citrico um dos principais mecanismos de consumo de
Acetil-CoA, viu-se gque 13 genes que codificam citrato sintases (CSY — citrate synthase), 6
genes da isocitrato desidrogenase (IDH — isocitrate dehydrogenase) e 8 genes da malato
desidrogenase (MDH — malate dehydrogenase) apresentam niveis relativamente altos de

expressado durante a germinacédo (Figura 19 e Tabela 4).

Embora a semente possua mecanismos de rapida incorporacdo de agua durante a
germinacado, a disponibilidade de oxigénio em seu interior € comumente baixa (Rosental,
Nonogaki et al. 2014). Tal circunstancia exige a rapida ativacdo de genes associados a
fermentacdo. Os dados confirmam a expressdo em altos niveis (FPKM >100) de piruvato
decarboxilases (PDC - pyruvate decarboxylase), &lcool desidrogenases (ADH — alcohol
dehydrogenase), e lactato desidrogenases (LDH — lactate dehydrogenase) (Figura 19 e

Tabela 4).
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5.4.2 Metabolismo de lipidios

Triacilglicerois (TAGs - triacylglicerols) armazenados em corpos lipidicos estédo
comumente localizados proximos aos glioxissomos, organelas especializadas em converter
acidos graxos derivados dos TAGs em acucares soluveis via ciclo do glioxilato (Graham
2008; Kelly, Quettier et al. 2011). Embora os ciclos do glioxilato e do acido citrico
compartilhem varias enzimas, o primeiro contorna as etapas de decarboxilacdo do segundo
pela acdo de duas enzimas: ICL, responsavel pela quebra do isocitrato em glioxilato e
succinato; e MSY, que condensa glioxilato e acetil-CoA em malato. O malato é entédo
convertido em oxaloacetato pela MDH, que €& subsequentemente convertido a
fosfoenolpiruvato (PEP) pela PEPCK (Figura 19; Tabela 4) (Graham 2008). Curiosamente, 0s
niveis de expressao das ICL sdo moderados (FPKM < 5), enquanto os niveis de expressao
de MSYs séo relativamente altos (FPKM > 30) (Figura 19; Tabela 4). MDH e PEPCK também
sdo expressos durante a germinacao, sendo que 3 genes MDH e 3 PEPCK atingem seu
valor maximo de expressao em 24HAI (Figura 19; Tabela 4). Soma-se a iSSO 0S genes
expressos de TAG-lipases e COMATOSE, corroborando a ocorréncia de transporte de acil-
CoA até os peroxissomos/glioxissomos. A mobilizacdo de TAGs gera também quantidades
relevantes de glicerol, que pode ser utilizado pela glicdlise na forma de dihidroxicetona
fosfato (DHAP), por meio da lancadeira glicerol-3-fosfato, que por sua vez depende da acéo
das enzimas glicerol quinase e glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3PD) (Weitbrecht, Muller
et al. 2011); ambos os genes sdo expressos durante a germinacdo (Figura 19; Tabela 4). E
amplamente aceito que a mobilizacdo de reservas lipidicas é critica nos estagios pos-
germinativos (Fait, Angelovici et al. 2006; Graham 2008). Contudo, alguns estudos tem
demonstrado que a B-oxidacédo e o ciclo do glioxilato determinam o potencial da germinagao

em diversas condi¢des (Pinfield-Wells, Rylott et al. 2005; Pracharoenwattana, Cornah et al.
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2005). Os resultados do presente estudo confirmam a ativacao precoce de genes ligados a
mobilizagdo de lipidios na germinagdo dos eixos embrionarios de soja, corroborando a
recente constatacdo de que tanto proteinas de reserva quanto corpos lipidicos localizados
nas células do embrido séo catabolizados localmente durante a germinacdo (Rosental,

Nonogaki et al. 2014).

5.4.3 Metabolismo de aminoacidos

Proteinas de reserva sdo fundamentais como fonte de aminodcidos para sintese
proteica e producdo de energia, particularmente glutamato e aspartato, que s&o 0s
aminoacidos mais abundantes nas sementes de soja (FAOSTAT 2016). Ambos (glutamato e
aspartato) sao substratos das enzimas AlaAT e AspAT, que sdo ativadas durante a
embebicdo e provavelmente atuam de forma importante nas vias respiratorias (Miyashita,
Dolferus et al. 2007; Weitbrecht, Muller et al. 2011). Evidéncias recentes ressaltam aspectos
importantes da acumulacdo de aspartato na germinacdo, como: a influéncia negativa da
presenca de ABA sobre as concentracfes de AspAT, ou o rapido aumento nos niveis de
transcricdo de AspAT ap0s a embebicao (Rosental, Nonogaki et al. 2014). O aminoacido nao-
proteico GABA também possui importante funcdo no metabolismo energético das sementes
durante a germinacao (Weitbrecht, Muller et al. 2011; Rosental, Nonogaki et al. 2014). Niveis
altos de GABA sao metabolizados durante a germinacdo em A. thaliana (Fait, Angelovici et
al. 2006), e castanha (Desmaison e Tixier 1986). Alem disso, a acumulacdo de GABA em
sementes durante a germinacao esta relacionada a atividade de GAD (Guo, Yang et al.
2012). GAD sintetiza GABA a partir de glutamato, e constitui a primeira enzima do sistema

GABA. GABA é entdo metabolizado por GABA-T, que gera semi-aldeido succinico que
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participara do ciclo do acido citrico na forma de succinato (Figura 19; Tabela 4). A expressao

de GAD e GABA-T evidencia a atividade do sistema GABA durante a germinacao de soja.

Embora seja bem estabelecido que a maior parte dos aminoacidos usados na sintese
de novo de proteinas sejam provenientes da degradacao de proteinas de reserva (Rosental,
Nonogaki et al. 2014), nossos resultados fornecem evidéncias transcricionais para a ativagcao
de algumas vias de biossintese de aminoacidos durante a germinacdo em soja. Uma das
etapas fundamentais na biossintese de amino&cidos arométicos (i.e. fenilalanina, tirosina e
triptofano) € a producdo de corismato, que ocorre pela via do shiquimato. Esta se inicia com
uma reacao catalisada pela enzima 3-deoxi-7-fosfoeptulonato sintase (DAHP sintase), que
consiste na conversao de PEP e eritrose-4-fosfato (produzida pela via das pentoses fosfato)
em 3-deoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato 7-fosfato (Tzin e Galili 2010). A DAHP sintase
conecta 0 metabolismo de carboidratos a via do shiquimato, que ira em ultima instancia,
produzir corismato, um metabdlito central para a biossintese de aminoacidos arométicos,
salicilato e folato (Tzin e Galili 2010). Os niveis observados de expressdo de DAHP sintase
(FPKM > 37) (Material Suplementar) suportam a utilizacdo de carbono proveniente da via das
pentoses fosfato para a via do shiquimato no eixo embrionario. Embora os genes da via do
shiquimato sejam provenientes do DNA nuclear, os processos bioquimicos a ela relativos (a
exemplo do que ocorre em outras vias biossintéticas) ocorrem nos plastideos, que sao
notadamente organelas majoritariamente ndo-funcionais em sementes secas. Contudo, um
estudo recente demonstrou que a biogénese de plastideos € disparada na fase inicial da
germinacao de soja (Yu, Li et al. 2015). Assim sendo, especula-se que plastideos recém-
formados sdo prontamente equipados com a via do shiguimato, e, presumivelmente, de

outras vias biossintéticas.
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Figura 18 Mapa de calor de todos os genes associados com vias do metabolismo primério (baseado
em anotacbes do banco de dados KEGG) expressos nos eixos de sementes de soja durante a
germinacao. As colunas representam as amostras analisadas no estudo, da esquerda para a direita
(eixo seco, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI). Os valores de expressdo em FPKM foram convertidos em z-
score e a intensidade de cor varia de -2 a 2
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Figura 19 Principais vias metabolicas e enzimas discutidas no estudo. Niveis transcricionais de genes-chave estdo respresentados nos
mapas de calor. As familias representadas estdo dispostas numericamente seguindo a ordem: 1) Invertase; 2) Sacarose sintase (SuSy); 3)
Celulose sintase; 4) Hexoquinase; 5) glicose-6-fosfato desidrogenase; 6) fosfofrutoquinase (PFK); 7) Frutose 1,6-bifosfato (FBPase); 8)
Difosfato-frutose-6-fosfato 1-fosfofrutoquinase (PFP); 9) Piruvato quinase (PK); 10) Piruvato decarboxilase; 11) Alcool desidrogenase
(ADH); 12) Lactato desidrogenase (LDH); 13) Piruvato desidrogenase (PDH-E2); 14) Citrato sintase (CSY); 15) Isocitrato desidrogenase
(IDH); 16) Isocitrato liase (ICL); 17) Malato sintase (MSY); 18) malato desidrogenase (MDH); 19) Fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK); 20) Triacilglicerol (TAG) lipase; 21) Glicerol quinase; 22) Glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDHCL1); 23) COMATOSE (CTS);
24) Glutamato decarboxilase (GAD); 25) Gamma-amino-N-butirato transaminase (GABA-T). As 5 colunas em cada mapa de calor
representam os tempos analisados no experimento. Da esquerda para a direita: eixo seco, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI. (HAI — hours after
imbibition).
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Tabela 4 Niveis transcricionais (em FPKM) de enzimas representadas na figura 19.

INVERTASE (1) SUCROSE SYNTHASE (SuSy) (2)
D Dry A sHAI 1A MHA Diy 3HAI sHAI 12HA UHA
Clymaliigiiooy 0155984 112449 1622 892596 15562 guoiqzgisier 206415 64,1092 116,842 12350 924288
ClymaHglZ360 [ 00SMEI7  0,0232M9 0136483 LM7H  guoognenrgqn 001633 068962 0952689 24451 266501
Clymal7gH5H [ 1 0 003462 AN ey 031476 0,26708 0510622 207374 321:
Glymalifgiigep 10536606 00278757 00367 00543608 26726 cuouugmorp 003188 00615628 0307381 1,1899% 1,84901
GlymalGg2Mep 10504611 0618056 90339 T7MX  10,062%  guoignqpy 813792 28 5553 119,504 130,715 #2,7969
Glymatsgzesp LHM1239 103192 346046 14293 13962 Guoogsgope 59962 10,1645 15,679 177673 43,6757
Glymatigizsan 205772 218439 4TS 3072 190M  gogegessy 399209 948789 2313 U6 48,5632
GlymaTIgH5T0 [ DO0GGG405 000453551 0065572 23809 grenogigaraqr 0910833 06G62  0.952809 2 40451 266541
Glymaligiazon  AM19 4521 S5T0M  TERT 39013 googequoen 91219 95,528 152,245 11561 46,8237
GlymaTigU750 [ 0070921 0030005 13284 MASE  guaisgierrn 667099 56,9943 35,3632 159297 1,35517
Glymalgozap 10820006 00463459 01745 114787 1,60445
CELLULOSE SYNTHASE (3)
D Dry £ sHAl 12HN  2HAI  HEXOKINASE (4)
Glymaltgi7on TASZ2HA LMM2 11117 130643 0759M Dry 3HAI sHAI 1Al HHA
Glymaltghaont VTTSI3T 2077 SOM5 G505 1235 Gumagngeion 109558 2,00854, 45143 11,0628 065
Ghymalgd6r2n M5 27016 TGS 128008 GSNM  Gumaiegia7i 176453 3,607 5.29555 11,6004 20,7398
Glymalizgd7076 980353 0AGEEN 0656896 126107 08536 Ghma07q12190 190456 16,0455 9,60189 12,2472 11,7058
Gymagieaze TR O715WM | 127H8  ABRRS VDY Gumagigied 241433 176,953 UG AT 13 61,6357
Gymaigazssn W1 0MTIEE | 0095656 007AMSS 13B7 Gt 241433 176,953 s AR 1B 1,367
GhymalMgiirz2p 242027 3BIMY BRPMW A6 BN gaaiggouse wean 168,793 95 9771 75,083 26,7513
Ghymalsg2Gpan 193756 486748 1.2 0951 075369 cramaliigaIesd 24,0927 25 4417 16,1513 11,0362 6,36087
Ghmalsgi2ie T3 1658M Z3AMM 0620 SO croairgdrra0 462156 8,760M8 7,779 953933 18,3299
Ghmalgegzee 031207 02402 2684001 30707 1681552 gpoaiigiiee 28,3801 2,M41 19,8389 12,6283 6,20544
Ghmalbgirzze 836256 20896 20319 M5Z0 BER goatogioqst 54417 9,08135 505653 5,34888 7.057T4
Ghmaltgtszae 589318 TU36M  B24M8 153067 5364 groaiigiian 0650004 3,33029 229277 1925 4,26362
Ghymaligga43tp 00515237 DAT3I73 0260434 0337477 21671 Ghmatdgsdad  0,M76% | 0,13403 0461631 1,07366 4,78M9
GlymalGga4z2p D.TE1T7  O0S7BMME 0762905 2TM4B4  7.50017
Glymaligtse2o  1ITTT4  ATIEM | 6509 118919 490233  GLUCOSE6PHOSPHATE DEHYDROGENASE (G6PDH) (5)
Glymaloguse3o 1OUB51908 001767 0.ME99012 L1NNME 131197 Dry 3HAI BHAI 12HAl UHA
Glymatigi300  277B1B 159526 150301 4785 53M%  guoiggessy 3242 21,335 18,8079 153158 29,6284
Glymatigi6rop 1023 00763 0.275M6 183065 1293 Gumajagaum 351181 4,077 4,99907 573877 565078
Ghmatig2igp 0492992 0.34879 04714 N203 68433 Guanigissre 25U28 1,59151 1,6678 2121 2,376
Gymatignizan TITIBA S 71193 TO0SIT NS gogggone 953564 13,6603 10,0609 807369 61H72
Giymatzgi7op 039N DMEZT1 D371 659603 1619 guigegeanp 27T 112,914 83,6201 48,0318 25,9354
Giymatzgitonn 0115924 DO DAGIINE 169125 B3NN gogzgsin 629193 363713 263508 453912 7.35572
Gymatgiate 130532 LW 3MM5  TASS  MSBM gunapgure M5 743668 850301 9 56554 9,949H
Gymatzgiaan VAZOUTS 032623 0861263 2AMM  3EA  googegopap  1MA9 191549 14743 193742 284244
Glymatagioan WTIO05 006979 0266449 BT 152619
Ghymatzges7o 227378 AU | BIKT7 967 113851 PHOSPHOFRUCTOKINASE (PFK) (6)
Gymatagzrasn 185152 GRS THIE2 L0 676 g Dry IHAI sHAl Al HHA
Gymatsgiaan  TSME3  ANTEY? | PDBER ISESN GZSM7  gumapprr 38TH3 938064 &,7809 830097 98163
Gymategpigy DISIEES  OSM015 1627 ATMS3 AW guningicn 504978 15,9193 66,2237 37,3251 39,0398
Gymatigiooen 311219 49148 3MAM 10459 BMY  gogrgmesy 206,16 173924 137,71 125407 s
Gymatigaiize 30312 72N WAB MBS S5I2 | gy 29580 10,745 31,6056 15,6974 16,245
Cymaigiares 19712 2 64627 217354 236441 1,81667
FBPase (7) Chymalitgiizzy  225U7 1407 107818 0,981361 0,774413
D Dey A SHAI THAL MHAL gpoqagaaen 118403 8,3595 54023 595084 477647
Gymalifgiitip D83 0630106 172967 264708 3TME]  uognonen 110103 102474 0907537 0632088 0470164
Glymatigdiaap "0IT552T 0285854  0ANES6 093718 2780 cuouagrip  16M23 1,492 131511 1,90596 2 85883
Glymategzaite 27166 247062 1M7H% 360678 69  Gumargisie 19235 97,1953 674082 402386 28,2151
Glymaligioero 248638 15,2802 17,7654 11,6086 563001

Giymalogisssn 0733373 DAGM 0360915 0.934917 34599



DIPHOSPHATE-FRUCTOSE-6-PHOSPHATE 1-PHOSPHOTRANSFERASE (PFP) (8)

D
Ghyma12g15951
Ghyma2iigi 110
Glyma15g11850
GlymaliTg2M4iM
Glyma17gi1361
Glymali7g 19360
Glymalitg 1050

Dry
1,95892
0,34239
0,515
4,33082
25 0867
22,2108
0. 2624406

IHA
150818
313767

15616
574016
29 8442
15,7556

0.450398

PYRUVATE DECARBOXYLASE (PDC) {10}

D
Glyma15g06185
Glymali7g18570

Glymanigrarn 00107197

Dry
70435
36,5511

A
14,6045
202244

0432838

ALCOHOL DEHYDROGENASE (ADH) {11)

D
Glymatl4gZ7d0)
Glymal4g24860
Clymalig12780
GlymalHg41950
GlymalHg39150

Dy
0206718
0142251

13,6467
594654
0,0189845

HAl
6.69651

0.228091
T7.6071
80,9790

0,356407

6HAl
106758
24,7546
559626
26,0209
241977
MADS
308133

15,6909
263,629
20467

SHAI
48 92456
105807
33,362
49,124

1,2302

PYRUVATE DEHYDROGENASE (PDH - E2) (13)

D
Glymatiig5960
Glyma2Nig31630
Glymali7gu3930
Clymal 1920720
Clyma2Nig24830
Glyma 16550

ISOCITRATE DEHYDROGENASE (IDH) (15)

D Dry
Glymal2p0820 554614
Glymal4gd916l 37,343
Glyma15p2100 327145
GlymolSg47T0 13,9235
GlymalBg17080 147163
Glymatl5p2100 327145
ISOCITRATE LYASE (ICL) {16)
D Dry
Gymatzgu7en 0.0964106
Giymaligasesy 035925

Diy
1931
11,8963
4,26122
0113359
1,29661
44588

HA
14071
20,1785
479473

0.0691453
693087
11,827

HA
6,32762
12,6609
5,26054
17,8349
147135
5,26054

3HAl
0600604
0.198412

MALATE DEHYDROGENA SE (MDH) (18)

D Dry

Glymalifg34100 24,6062
Glymalisgiin  10.8637
Gymatrganazn 79U
Gymat7guasy  16.8795
Gymat2giwgin 20846
Ghymatigd7) 58908
Gymatzgieszn 20742
GLYCEROL KINASE (21)

D Dy

GhmallTgll3230 921476

A

2,1
955228
482005
54,272
17,3641
344358
279353

A

7.9159

GHAI
16,9192
24,2907
9.24182

0.0395801
10,6447
17,1864

20,643

Th,M32
7.34487
14,7304
3.85759
7.34487

0722843
0223075

GHAl
54,0622
18,1505
438213
79119
A7.5841
30,843
57,8741

591878

12HA
1,16201
33,9593
15,4044
44,9527
18,6135
24 6829
14,4047

212
81,7306
0,946674

12HA
12,3086
00208876
132034
89,6585
0,197542

16,0853
231258
15,2266
00200645
17,2064
24,6456

12HM
482822
99,6342
9,93613
14,7983
6,33673
993613

206891
0,196756

12HA
78,122
16,6812
537766
56,0607
916188
21574
93,6685

12HA

7.56704

‘GLYCEROL-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GPDHC1) (22)

D
Glyma12901360
Glyma11g20840
Glyma1ig15900
Clymali3g28970
Clymali2g33340

Diy
0,0590567
237412
0,244216
0,104682
0,0382097

3HAl

0.193613
18111
0,592569
0,116913
0,0344492

GHAI
0.593084
329737
0,750667
0,249517
0,0542307

GLUTAMATE DECARBOXYLASE (GAD) {24)

D
Glyma11g33280
GlymaliigiNs70

Gymali2g4i840 000685193

Dry
0.209323
427349

HAl
031214
330258
1]

6HAI
1,64936
3,7693
0,0244267

12HA1
1.90852
3.69606

15693
0,313483
0,374521

16,5397
148884
0,0885585

241A
0,559003
59,5500
42,0954
77,946
982261
2 M
50,4612

7.30352
51,1792
533311

19,6974

99.9743
67,1216
165859

294357
13,8479
334585
0.203173
46,9168
50,2937

241m
132937
193177
13,6181
u21n
15,3561
136181

432749
238681

134,919
27 9317
9,08446
49 8573
280,157
234463
237,287

11,7933

6.24067
651
36575
190471
1,10645

5iH), 851
0498156
1,61669

PYRUVATE KINASE (PK) (9)
D Dry 3HA SHAl

Giymatoguogze 391371 110,947 269,859
Giymaliigitgen 0193354 0500082 1,14301
Ciymatlgizz 756115 10,4451 11,4569
Ciymaz0g2raee 00516529 0459237 162676
Giyma2igsane 850012 2578 20,7071
Giymatlgiass 23481 12,6048 323859
Gymallgdiiie 53464 6,50991 9,1681
GymaZigTueh  0.8274Z8 23191 27114
Ghymatdg2isn 411522 132309 213858
Giymaliag23tse 6788 94341 961715
GiymallTgistie 53443 50,4373 54,674
Ciymatog3ra2e 111935 2,05592 9,79397
Gymaiganaze 132464 364616 550138
Cymatigar2ie 21199 3,83964 8,18854
Giymalsgleate 15434 3H 105,199
GymaZigizeos 275865 62,1122 489197
Giymallgiians 498529 A7 2961 500143
Gymaligu74p 01 0ANNZB 389079
Giymat6gopogs  1.76067 209235 19048

LACTATE DEHYDROGENASE (LDH) {12)
D Dy A GHAI
Gymat7goss D362 086 D6MET

GlymaligM5H 21,5936 83349 108,206

CITRATE SYNTHASE (CSY) {14)

D Dry 3HA sHAl
Giymatsgiose1  15.6233 26,3552 20772
Giymalifgizeon 10084 a4 12,2301
Giymalifg16T70 51,1789 37,8025 24,7205
Giymatogesrep 807628 472256 27,2703
Giymatggizzz 163855 363141 249378
Giymatdgions 504081 98,8159 55,8835
Gymaligzmie 108254 7.96881 116071
Giymal5g15010 [ 0,0118502 [

Giymalogioop 193039 234257 439153
Gymaligisie 379201 567413 19,6819
Giymatsgiomp 00172923 00GEYH7  0.TIMTI
GhymalizgMi2e 143684 13,459 ET

GiymatfgiTiie 006274 DOTO7IS 020225

MALATE SYNTHASE (MSY) {17)

D Dry 3HAl ]
Gymalsguites 50441 3,50693 542655
Gymatrgiirae  3M3% 2,73343 603114

PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE (PEPCK) (19)
D Dry A sHAl
Gymatigizisn 012126 0.865254 1,28047
GymaMgiosie  DIS2074 0416924 163736
Giymabogiogn 197973 1,05034 0.673842
Gymabagese 126512 091733 0ETRID

TRIACYLGLYCEROL LIPASE (TAG Lipases) (20)

D Dy A GHAI
Gyma17g13600 002409 1217412 37145
Ghymal5g06745 065117 231601 340369
Ghyma13g3456 239655 3.07168 289332
Glyma1506730 086777 144419 196732
Glyma15gi6760  0.65117 23161 3 40369

Ghymalbgi2950 207051 219489 65,6977

COMATOSE (CTS) (23)
D Dry 3HA sHAl

Giymalsgiizre  13.79M4 891956 8.50451
Giymalligiaass  16.2381 14,0907 12.20%
Giymatigisten 51003 5,9006 6,02618
Giypmatfgiotte 797108 12,3579 12,8056

GAMMA-AMINO-N-BUTYRATE TRANSAMINASE (GABA-T) (25)
Glyma1 2902510 10,4818 9,28659 124214
Ghymaligl®  0.212561 0436433 161449

12HM
107,703
16398
13,3022
24742
20,3903
25 517
904474
37,3126
26,0471
1975
47,7001
8,81192
8,06157
10221
60,6788
42,8643
474413
565091
495672

10, 546282
75,2937

12HA1
29,2518
14,1689
29,1252

18,394
286156
36,2053
16,7078
021181
724082
31,8985
942378
55,8577
49162

7.85598
324378

12HA
48107
1,66691
0,540348
31293

12HM
5,84981
461636
298125
2700
4,61636
976014

9.3632
11,6575
7641

17,7837

16,3412
6,36761

24HAI
56,0169
3,66656
16,3748
3,36362
.29
2,467
1,834
74,7767
41,1309
15,6708
51,734
8,19082
15,1516
26,3527
56,1451
439578
58,8822
530229
"

244105
86,0904

48,6094
17,7406
59,1609
34073
402127
7978624
294474
183445
157,872
%A1
93,8063
144415
103,776

24HAI
12,2359
24,1176

24HA
9,06523
16,1518
0480799
0081

10,6573
569745
7,39962
43335

569745
10,4263

6.95356
5,63608
651137
16,5647

18,2517
FANE -]
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5.5 Biossintese e sinalizacao de fitormonios durante a germinacao

A dessecacdo da semente bem como a manutengdo do estado de dorméncia sao
regulados positivamente por ABA (Hilhorst 1995). Foram encontrados, com niveis
relativamente altos de expressado, dois paralogos da familia ABA Insensitive3/Viviparousl
(ABI3/VP1) (Glyma08g47240 e Glymal8g38490) (FPKM > 60). Estes genes séo conhecidos
pela sua atuacdo como TFs na mediagédo de respostas a ABA (Holdsworth, Finch-Savage et
al. 2008) (Material Suplementar). Genes que codificam AIP2 (ABI3 interacting protein)
(Glymal7g33631 e Glymal4g12380), responsaveis pela degradacdo dos ABI3, também
foram encontrados entre 0s genes expressos na germinacdo (Material Suplementar).
Integrantes de outra familia (CYP707A2) importante para realizacdo do catabolismo de ABA
também foram encontrados expressos nos periodos iniciais da germinacdo (e.g.
Glyma09g41960 e Glymal6g20490). Em A. thaliana e tomate, a expressdo de ABI3 é
reprimida logo apds a germinagéo por um sinal derivado de GA (Bassel, Mullen et al. 2006).
Este parece ser o caso também em soja, visto que ambos 0s genes permanecem com niveis
de expressao relativamente altos até 12HAI, quando sofrerem drastica reducdo em 24HAI
(~9x). Além disso, a degradacao de ABI3 é promovida pela AIP2 E3 ligase (Zhang, Garreton
et al. 2005), para a qual foram encontrados dois homdlogos expressos. Curiosamente, o TF
ABI5, que atua downstream a ABI3 (Lopez-Molina, Mongrand et al. 2002), também foi
identificado como expresso no curso da germinacédo, apresentando declinio em seu nivel de
expressdo em 24HAI. Tal como ABI3, ABI5 também é regulado por degradacédo proteica
(Garcia, Lynch et al. 2008). Os resultados indicam que a protedlise mediada por ubiquitina
destes TFs precede a repressao transcricional, permitindo uma regulacao precisa dos efeitos

da sinalizacao por ABA.
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O acido giberélico (GA — gibberellic acid) constitui um dos principais agentes na
promocdo da germinacdo em sementes, atuando como antagonista do horménio ABA
(Colebrook, Thomas et al. 2014). Nesse contexto, foram encontrados diversos genes
codificadores de proteinas que integram vias de biossintese e sinalizagcdo de GA com niveis
relativamente altos de expressdo, como por exemplo: 2 SLY1 (SLEEPY 1) e 3 GID1
(gibberellin-insensitive dwarfl) (Figura 20). Também s&o expressos durante a germinagao
genes das familias GA3ox1 — responsavel pela sintese da forma ativa de GA em soja —
DELLA e PIF4 (Figura 20). A ligagdo de GA ao receptor GID1 promove a formacdo de uma
superficie de ligacdo a DELLA (Murase, Hirano et al. 2008; Shimada, Ueguchi-Tanaka et al.
2008). O complexo GA-GID1-DELLA € entédo reconhecido por SLY1, que pertence a familia
F-box. O complexo formado, origina uma E3-ubiquitina-ligase conhecida como SCF°-1. A
interacdo com a SCF°"'! resulta na ubiquitinacdo e subsequente protedlise de DELLA,
permitindo assim a liberacdo das respostas a GA (Tyler, Thomas et al. 2004). Os dados
permitiram a identificacdo da expressao de homdlogos SLY1 e GID1. Entre os genes GID1, 3
sdo transcritos em niveis relativamente altos nos eixos secos (Figura 20). Curiosamente, 0s
trés pertencem ao subgrupo GID1B, que sao induzidos durante o periodo de pds-maturacéo
na auséncia de biossintese de GA (Hauvermale, Tuttle et al. 2015). Sabe-se que proteinas
GID1B apresentam maior afinidade por GA do que os outros subgrupos da familia (GID1A e
GID1C) (Nakajima, Shimada et al. 2006). Além disso, sabe-se também que GID1A-C séo
filogeneticamente distintos de GID1B e apresentam padrdes de expressao também distintos
durante a germinagdo (Voegele, Linkies et al. 2011). Os resultados encontrados s&o
coerentes com a divergéncia funcional entre GID1A-C e GID1B, visto que os dois genes
GID1C tem seus niveis de expressdo progressivamente aumentados no curso da

germinacao (Figura 20), enquanto GID1B sao regulados negativamente entre 0 e 24HAI.
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Uma vez que o nivel de expressao de GID1B nédo é capaz de compensar a auséncia de
GID1A-C (Voegele, Linkies et al. 2011), sugere-se que a expressao aumentada dos genes
GID1C é essencial & mediacdo da resposta candnica a GA na germinacdo de soja. A alta
concentracdo de GID1B nas sementes secas e sua alta afinidade por GA pode ser
interpretada como parte de um mecanismo de deteccdo mais sensivel para captar niveis

muito baixos de GA presentes logo ap0s a embebicdo (Hauvermale, Tuttle et al. 2015).

Embora n&o sejam tdo bem descritos na germinacdo quanto ABA e GA, o etileno e
brassinosterdides (BR) sdo reconhecidos por sua agdo promotora neste processo
(KeCpczynski e KeCpczynska 1997; Steber e McCourt 2001). Os dados confirmam a
expressdo de genes-chave para a biossintese de etileno: ACS (aminocyclopropane-1-
carboxylic acid synthase) e ACCox (aminocyclopropanecarboxylate oxidase) (Figura 20).
Uma vez sintetizado, a molécula de etileno pode ser reconhecida por 5 diferentes tipos de
receptores de membrana: EIN4 (ethylene insensitive), ETR1 (ethylene resistant), ETR2,
ERS1 (ethylene response sensor) e ERS2 (Corbineau, Xia et al. 2007). O presente trabalho
permitiu identificar a expressao de genes pertencentes a todos 0s grupos, exceto ERS2
(Figura 20; Material Suplementar). A producédo de etileno se inicia logo ap6s a embebicédo da
semente e promove a quebra da dorméncia e germinagao por meio da regulacdo da via de
sinalizacdo por ABA (Beaudoin, Serizet et al. 2000; Kucera, Cohn et al. 2005; Corbineau, Xia
et al. 2007). O principal intermediario da producdo de etileno é o S-AdoMet (S-adenosyl-
methionine) que é sintetizado pela S-AdoMet sintetase; em seguida o S-AdoMet é convertido
em ACC pela ACC sintase (ACS). A sintese do etileno € catalisada entdo pela enzima ACO,
gue é descrita como fundamental para o processo de germinacao (Linkies e Leubner-Metzger
2012). Tal caracteristica € confirmada em nosso estudo, dada a deteccédo da expresséo dos

genes-chave da biossintese de etileno. No que concerne a sinalizagcdo por etileno, os
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resultados confirmam a regulacéo por retroalimentacdo na via durante a germinacéo, dada a
expressdo consideravel de reguladores negativos, como genes das familias CTR1, e F-box
(EBF1) (Figura 20) que promovem a degradacdo dos fatores de transcricdo EIN3/EIL

(Potuschak, Lechner et al. 2003).

A B [
0 15 40
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Figura 20 Ultimas etapas da biossintese e principais vias de sinalizacdo de horménios promotores da
germinacdo: Giberelina (A) e etileno (B). RepresentacBes esquematicas seguem o modelo KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/document/help_pathway.html), exceto pelo padr@o de cores. Formas elipticas
representam familias génicas. Retdngulos verdes representam vias conectadas. Mapas de calor
representam 0s niveis transcricionais (FPKM) dos genes expressos (FPKM >1) pertencentes as
familias mostradas nas vias. As cinco colunas nos mapas de calor representam as amostras analisadas,
da esquerda para a direita: eixo seco, 3HAI, 6HAI, 12HAI e 24HAI. (HAI — hours after imbibition)
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CONCLUSOES

Foi encontrada um enriquecimento notavel de TFs entre os genes regulados
positivamente na germinagdo, especialmente pertecentes a familia LOB. Tal fato
sugere que um amplo conjunto de TFs precocemente ativados desempenham papel

decisivo disparando o programa transcricional necessario a germinacao.

Observou-se uma forte evidéncia para a regulacdo transcricional de diversas vias
metabolicas primarias envolvidas na mobilizacdo de reservas e producao de ATP, tais
como a ativacdo precoce de vias respiratorias, e a degradacdo local de reservas
lipidicas para alimentar a via do glioxilato, a qual est4 frequentemente associada ao
periodo pos-germinativo. Essas reservas podem atuar como uma fonte de ATP local,
contribuindo com a capacidade de germinacao dos eixos embrionarios na auséncia de

cotilédones.

Além disso, diversos genes envolvidos na biossintese e sinalizacdo de horménios
promotores da germinacdo, como GA, etileno e BR, estédo regulados positivamente em
estagios distintos da germinacdo. Genes envolvidos na degradacdo e regulacao
negativa de ABA foram ativadas, corroborando a no¢do de que a razdo GA:ABA é

critica para a germinacao.
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