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RESUMO

As proteinas MYB figuram como uma das maiores familias de fatores de transcricggdo (FT)
presentes em plantas, nas quais desempenham a regulacdo de importantes processos, incluindo
a defesa. A classe R2R3-MYB é a mais numerosa entre as plantas e a andlise da conservacdo do
seu dominio MYB e seus motivos (C-terminal) permite agrupa-los em subgrupos. Estudos
apontam que R2R3 estdo envolvidas no controle de processos especificos, incluindo respostas a
estresse bidtico. Este trabalho objetivou a identificagdo e classificagdo filogenética de R2R3-
MYBs de soja, através de bioinformatica, bem como a andlise de expressido dos FTs. A andlise
de 1390 sequéncias proteicas permitiu a identificacdo de 264 R2R3-MYBs, classificados em 42
subgrupos, assim como a atribuicdo de fungoes putativas dos mesmos. Andélise in silico do perfil
de expressdo dos MYBs (Genevestigator) demonstrou que éeles sao induzidos por infeccgo por
Phakopsora pachyrhizi, tornando-os interessantes alvos para estudos funcionais futuros em soja.
Palavras-chave: GmMYB, motivo, filogenia, P. pachyrhizi, soja

INTRODUCAO

Os MYBs representam uma grande familia de fatores de transcricdo encontrada em
plantas, onde regulam diversos processos'. Em soja, MYBs representam a maior familia de FTs
(14%)?. Os membros desta familia se caracterizam por possuirem um dominio de ligacdo ao
DNA conservado, com uma a trés repeticoes hélice-volta-hélice (HTH) (R1, R2 e R3), com cerca
de 50 aminodcidos cada e residuos de triptofanos (W) regularmente espacados °. A classe R2R3
€ a mais numerosa entre as plantas, e a analise da conservacao do seu dominio MYB e dos seus
motivos na regido C-terminal permite agrupa-los em subgrupos, alguns com papéis conhecidos,
assim como em Arabidopsis thaliana *.Estudos apontam que R2R3 estdo envolvidas no controle
de processos especificos da planta, incluindo a sintese de metabdlitos e respostas a estresse
bidtico’. Recentemente alguns trabalhos tém apontado a express3o diferencial destes fatores de
transcricdo na interacdo de Glycine max com Phakopsora pachyrhizi ®. Contudo pouco se sabe
sobre as funcdes dessas proteinas em soja e seu real papel nessas interacoes. Neste trabalho,
objetivou-se utilizar ferramentas computacionais para identificar dominios R2R3 em sequéncias
proteicas preditas como MYB de soja a partir de trés bancos de dados publicos, bem como
classifica-los, com base na similaridade e filogenia, em subgrupos como em A. thaliana, além da
avaliagao in silico do perfil transcricional destes candidatos em resposta a P. Pachyrhizi.
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MATERIAL E METODOS

Na busca por MYB-R2R3 de Glycine max (GmMYB), sequéncias proteicas anotadas como
MYBs no genoma de soja foram obtidas a partir de diferentes bancos de dados: PlantTFDB -
(http://planttfdb.cbi.edu.cn/), SoyDB (http://casp.rnet.missouri.edu/soydb/) e Phytozome
(http://www.phytozome.net/). Para complementar a busca no Phytozome, foi realizada uma
busca de similaridade utilizando a ferramenta Blastp, a partir do perfil do Modelo de Markov
(HMM) de MYB obtido no Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00249+#tabview=tab3), e
busca por palavra-chave (MYB), a fim de se obter sequéncias adicionais. Os resultados das
buscas foram analisados e combinados, de forma a excluir dados repetidos.

Todas as sequéncias foram submetidas a analises no Pfam, SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/) e MEME (http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-bin/meme.cgi), utilizando um E-value
de corte de 1E-10, para exclusdo de sequéncias sem o dominio caracteristico MYB. Para
complementar a analise, realizou-se a inspecao manual de todas as sequéncias. Apds a
identificacdo dos MYBs, analisaram-se os mesmos em bancos de expressao, com o objetivo de
se averiguar a sua funcionalidade e seu perfil de expressdao. Foram consultados o Soybase
(http://soybase.org, RPKM>10), Genosoja  (http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/) e
Genevestigator (https://www.genevestigator.com). Realizou-se ainda a analise do perfil de
expressao dos modelos obtidos, frente ao estresse bidtico causado pelo fitopatdégeno A.
pachyrhizi com base nos dados disponiveis nos bancos de dados (Genosoja -
http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/ e Genevestigator - https://www.genevestigator.com).

Para a andlise filogenética, as sequéncias de GmMYBs foram alinhadas juntamente de
sequéncias de AtMYBs (R2R3-MYB de Arabidospsis), com o propodsito de classifica-los em
subgrupos como em A. thaliana *,pelo programa ClustalX (versdo 2.1) e a arvore filogenética foi
construida pelo método de neighbor-joining utilizando o programa MEGA (versao 5.05),
realizando 1000 re-amostragens. Apds o agrupamento e a designagao dos subgrupos, motivos
foram detectados na pocdo C-terminal das sequéncias utilizando o software MEME?,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 1709 sequéncias anotadas como R2R3-MYB em soja foram obtidos nos
bancos consultados, dos quais 473 ndo eram redundantes. A andlise das sequéncias proteicas
permitiu a identificacdo de 264 sequéncias com o dominio caracteristico da classe, o que
representa 33% da familia MYB em soja (791 preditos)?, tornando-o uma das maiores classes
R2R3 entre as plantas.

O alinhamento dos GmMYBs identificados com AtMYBs resultou nos 25 subgrupos (S)
previamente descritos em Arabidopsis' e também 14 subgrupos (C), reportados em G. max ®,
dos quais dois (C5 e C8) sao formados exclusivamente de GmMYBs (Figura 1). Também foram
identificados trés novos subgrupos (identificados pelo simbolo? C) ndo identificados
anteriormente’>®, Observou-se ainda subgrupos formados exclusivamente por AtMYBs,
indicando a auséncia de controle sobre determinadas funcdes por MYBs em soja (S5; S12 e
S15). A similaridade observada entre membros dos subgrupos permite inferir fungdes putativas
em GmMYBs de acordo com seus guias (AtMYBs). Correlacionando a distribuicao dos FTs e
estas funcOes, conclui-se que as principais funcdes sobre as quais GmMYBs podem
desempenhar controle sdo: Defesa — 24,58% (S20 2, 18, 22, 1, 11); Desenvolvimento —
23,38%(S14, 9, 21, 13, 18, 25, 19, 16 ,15) e Metabolismo — 17,66% (S21, 13, 4, 6, 7 ,12)
(Figura 2), diferindo do que é observado em Arabidopsis™*. Outro fator que valida a forma de
organizacdo obtida (subgrupo) é a conservacdo de motivos na porcdo C-terminal entre os
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membros de cada subgrupo. A andlise na ferramenta MEME permitiu a
identificacdo de 13 novos motivos em 10 subgrupos (S) e onze nos subgrupos novos (C), onde
cada motivo foi Unico para os membros de um subgrupo, ndo sendo compartilhados (Figura 1).

A andlise de expressao dos 264 GmMYBs nos bancos de expressdo indicou que 51
membros nao apresentaram qualquer tipo de expressao expressao (frente a FAS e
constitutivamente em érgaos da planta) e dos 213 restantes, 69 (32,39%) apresentaram
expressao diferencial em resposta a P. pachyrhizi (fold-change>1,0; p<0,05; ratio>0,5),
destacando a importancia destes FTs para soja neste tipo de estresse bidtico. Niveis de
expressao variaram de fold-change: 1,5 (Glyma13g04030.1) a 81,94 (Glyma16g02570.1) em
216 e 12 horas ap0s a inoculacao, respectivamente, em interacoes incompativeis com o isolado
HW94 (Genevestigator) (Figura 1).

Figura 1. Filogenia, designacdo de subgrupos e motivos da regido carboxi-terminal em
proteinas MYB de soja e Arabidopsis.
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Figura 2. Funcdes putativas de R2R3-MYbs de soja determinada a partir dos guias AtMYbs de
Arabidospsis.
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CONCLUSOES

Como o esperado, o0 genoma de G. max, apresentou maior nimero de representantes de
proteinas MYB em comparagao a A. thaliana. A analise filogenética permitiu ainda a identificacao
de novos subgrupos para essa familia de fatores de transcricdo em soja. A classificacdo aqui
realizada permite inferir possiveis papéis funcionais dessas proteinas em soja, a partir da
similaridade com importantes MYBs de A. Thaliana previamente avaliados caracterizados e
indica alvos para futuras analises funcionais, inclusive para a resposta a ferrugem asiatica, uma
vez que estes FTs foram induzidos por este fitopatdgeno. Finalmente, a andlise manual das
sequencias proteicas revelou a importancia do uso de ferramentas de bioinformatica para uma
agil e eficiente andlise de numerosas sequéncias, uma vez que a maior parte dos resultados
obtidos nas ferramentas Pfam, MEME e SMART se confirmou no primeiro tipo de analise citado.
Os resultados indicaram ainda que o rigor adotado na analise resultou em dados mais precisos
que aqueles obtidos nos bancos de dados dos fatores de transcricdo, onde muitas sequéncias
nao estavam corretamente classificadas como MYB (incompletas ou apenas similares).
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