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RESUMO

A soja (Glycine max) € uma das mais importantes culturas na agricultura
mundial, constituindo uma fonte crucial de proteina e 6leo na alimentacdo humana e
animal. Desde sua domesticacdo, a cultura da soja apresentou enorme progresso,
especialmente devido ao desenvolvimento de cultivares melhoradas. Contudo, ainda
ha perdas relevantes em sua producdo em decorréncia de estresses bioticos e
abioticos. A publicagdo do genoma da soja, em 2010, abriu diversas frentes de estudo
molecular e gendmico desta espécie, incluindo analises transcriptdmicas em diversas
condicbes e tecidos. No entanto, analises integrativas desses dados, visando
identificar padrdes transcricionais globais em tecidos especificos, ainda sdo escassos.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi integrar os dados transcriptdmicos
disponiveis publicamente, buscando identificar grandes padrdes e especificidades
neste conjunto de dados. Foram coletados dados de 1.298 amostras de transcriptoma
de soja disponiveis publicamente no banco de dados SRA (Short Read Archive, do
NCBI), que foram filtrados, processados e mapeados sistematicamente no genoma de
referéncia de soja (Wm82.a2.vl). Dos genes anotados, 94% (52.737 / 56.044)
mostraram expressao detectavel em pelo menos uma das amostras. Foram revelados
trés grupos principais através do agrupamento ndo-supervisionado, incluindo amostras
de partes subterraneas, aéreas e relacionadas a sementes. Foram encontrados 452
genes com niveis de expressédo uniformes e constantes ao longo das amostras, o que
indica que estes sejam 0s genes housekeeping de soja. Além destes, 1.349 genes
apresentaram transcricdo tecido-especifica. Identificamos ainda que 95% (70.963 /
74.490) dos transcritos conhecidos se sobrepdem aos identificados em nosso trabalho,
enquanto 3.256 dos transcritos representam potenciais novas isoformas de splicing.
Além das descobertas supracitadas, todo o conjunto de dados integrados neste
trabalho pode ser obtido ou acessado por meio de uma interface amigavel disponivel
em http://venanciogroup.uenf.br/resources/. Este atlas transcriptdmico podera acelerar
as pesquisas em diferentes areas, desempenhando, portanto, um importante papel em
programas de biotecnologia e melhoramento da soja.

Palavras-chave: Atlas transcricional, expressao génica, RNA-seq, splicing, gene de

referéncia.



ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is one of the most important crops in the world,
constituting an important source of protein and oil for human and animal nutrition. Since
its domestication, the soybean crop has made enormous progresses, especially as a
result of the development of improved cultivars. However, there are still significant
losses in its production because of biotic and abiotic stresses. The publication of the
soybean genome, in 2010, boosted several molecular and genomic studies of this
species, including transcriptomic analyses in different conditions and tissues. However,
integrative analyses of these data, aiming to identify global transcriptional patterns in
specific tissues, are still scarce. Thus, the objective of this work was to integrate the
publicly available transcriptomic data, seeking to identify large patterns and specificities
in this data set. Data were collected from 1,298 publicly available soybean
transcriptome samples in the SRA database (NCBI Short Read Archive), which were
systematically filtered, processed and mapped to the soybean reference genome
(Wm82.a2.vl). Of the annotated genes, 94% (52,737 / 56,044) showed detectable
expression in at least one of the samples. Three main groups were revealed through
unsupervised clustering, including samples of underground, aerial and seed-related
parts. There were 452 genes with uniform and constant expression levels throughout
the samples, which indicates that these are the soybean housekeeping genes. In
addition, 1,349 genes showed tissue-specific transcription. We also identified that 95%
(70,963 / 74,490) of known transcripts overlap with those identified in our work, while
3,256 of the transcripts represent potential new splicing isoforms. In addition to the
aforementioned findings, the entire set of data integrated in this work can be obtained
or accessed through a user-friendly interface available at
http://venanciogroup.uenf.br/resources/. This transcriptomic atlas will likely accelerate
research in different areas, thus playing an important role in biotechnology and soybean

breeding programs.

Keywords: Transcriptional atlas, gene expression, RNA-seq, splicing, reference gene.
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1 CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL
1.1 INTRODUCAO
1.1.1 A Soja

A soja pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae (leguminosa) e género
Glycine. Nesse género se encontram as espécies Glycine max (G. max) e Glycine soja
(G. soja). G. max é a espécie mais cultivada no mundo, enquanto a G. soja € uma
espécie selvagem aparentada (Mishra e Verma, 2010). As variedades comerciais de
soja possuem algumas caracteristicas peculiares. Sdo plantas de caule hispido
(contém pelos) e pouco ramificado. Além disso, dependendo da cultivar, a estatura da
planta pode variar entre 60 e 110 cm. Suas folhas podem ser de quatro tipos diferentes:
o primeiro par de folhas é representado por cotilédones, seguido por um segundo par
de folhas primarias, folhas de folhagem trifolioladas e os profilos (Lersten e Carlson,
2004).

A soja apresenta sistema radicular predominantemente axial fasciculado, com
nédulos induzidos e ocupados por simbiontes. A soja normalmente estabelece
simbiose com diferentes tipos de rizobio fixadores de nitrogénio, como: Bradyrhizobium
japonicum, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium liaoningense, Bradyrhizobium
yuanmingense, Rhizobium tropici, Rhizopus oryzae e Mesorhizobium tianshanense. A
eficiéncia da fixacdo simbidtica de nitrogénio em soja por aplicacdo de inoculantes
depende muito da especificidade do hospedeiro simbidtico (Hayashi et al., 2012; Yang
et al.,, 2010). Tais microrganismos auxiliam na manutencédo da fertilidade do solo,
reduzindo a demanda de fertilizante nitrogenado nas safras seguintes e facilitando as

praticas de cultivo em rodizio (Gazzoni e Dall'agnol, 2018; Salvagiotti et al., 2008).

As flores da soja sdo completas e ocorrem em racemos terminais ou axilares.
Seu numero varia de 2 a 35 flores por racemo que, quando abertas, medem de 3 a 8
mm. O fruto da soja é do tipo vagem e contém de uma a cinco sementes. Pode ser
achatado, arredondado, reto ou curvado, apresentando pubescéncia de coloracao

cinza clara, cinza escura, marrom clara, marrom média e marrom escura (Nogueira et

1



al., 2015). Na polinizacéo, os estames diafanos séo elevados, de modo que as anteras
figuem préximas ao estigma, permitindo que o pélen se espalhe diretamente sobre o
mesmo, resultando em até 99% de autofecundacédo (Palmer et al., 2011). O genoma
da soja € diploide (2n) e estd contido em 40 cromossomos (Joshi et al., 2014). As
sementes de soja acumulam proteinas, carboidratos e lipideos, que abastecem a
germinacao e as etapas iniciais do desenvolvimento pds-germinativo (Singh, 2010). O

embrido de soja € composto por dois cotilédones, radicula, hipocétilo e epicdétilo.

1.1.2 Origem, domestica¢c ao e introducao da soja no Brasil

E amplamente aceito que a soja cultivada moderna teve sua origem e
domesticacao a partir de ancestrais da soja selvagem provenientes do Leste Asiético,
mais especificamente da China, ao longo do Vale do Rio Huang He (conhecido
também como Rio Amarelo), entre 5.000 a 9.000 anos atras (Dong et al., 2004; Lee et
al., 2011). Esta hipotese foi corroborada por estudos genémicos recentes envolvendo
variedades de soja presentes atualmente nessa regido (Han et al., 2016).

O processo de domesticacdo e melhoramento da soja envolveu uma ampla
gama de mudancas evolutivas que passaram por varios estagios continuos. Estudos
genéticos recentes revelaram alguns genes que estariam envolvidos na domesticacao
da soja, levando a adaptacdo ou melhoramento da cultura ao longo do tempo (Meyer
e Purugganan, 2013). Assim, caracteristicas relacionadas a perda e quebra de vagens
e dispersdo de sementes (Dong et al., 2004); a dureza da semente, que inclui a
permeabilidade a Agua em sementes secas e dureza de sementes cozidas (Sun et al.,
2015); ao crescimento do caule (Tian et al., 2010) e; ao tempo de floracéo, estao entre
as prioridades no processo de domesticacdo e melhoramento da soja para a
agricultura (Cober e Morrison, 2010; Sedivy et al., 2017; Wu et al., 2017). Analises
histéricas de cultivares langadas ao longo dos ultimos 90 anos indicam que um dos
principais fatores que impactam o rendimento com o cultivo de soja € o aumento do

namero de sementes por planta (Jin et al., 2010; Morrison et al., 2000).



A soja foi levada da China para Europa em 1740 e, em 1804, introduzida na
Ameérica do Norte. A soja chegou ao Brasil pela Bahia em 1882, sendo disseminada
para outras regiées do pais a partir de 1914. Contudo, foi na Regido Sul que a soja
melhor se adaptou, tornando-se a principal cultura da regido, que passaria a ser entéo
o principal fornecedor de soja para o mercado interno brasileiro (Dall'agnol, 2016).
Naquele momento, o Brasil também iniciava um esfor¢o para alavancar a producéo de
suinos e aves, pressionando a demanda por farelo de soja para nutricdo animal. Em
1966, a producdo comercial de soja no Brasil j& era estratégica, correspondendo a
cerca de 500 mil toneladas anualmente. Os investimentos em pesquisa no Brasil
permitiram a adaptacdo da soja as regides de baixas latitudes, resultando num
marcante aumento da produtividade com o avanco para a Regiao Centro Oeste a partir
das décadas de 80 e 90. Por fim, o progresso no manejo da cultura e o
desenvolvimento de novas cultivares elevaram o Brasil ao topo do ranking dos maiores

produtores mundiais de soja (Silva et al., 2019).

1.1.3 Importancia da soja ha economia mu ndial e no Brasil.

A soja tornou-se a colheita milagrosa do século XXI (Thakare et al., 2006),
particularmente pela grande variedade de usos comerciais e alto valor de mercado,
que fizeram dela a leguminosa mais valiosa do mundo (Hershman et al., 2011).
Ressalte-se ainda que a maior parte da dieta humana, avicola e pecuéria é derivada
de cereais e leguminosas (Mandal e Mandal, 2000), resultando num cendrio em que a
soja corresponde a mais de um quarto da alimentacdo humana e animal no mundo
(Ash, 2017; Tian et al., 2010).

O dleo e o farelo s&o os dois principais derivados da soja (Warrington et al.,
2015). A maior parte dos valores gerados com a sua producdo se relacionam
majoritariamente com a farinha, seguida do 6leo e da venda de grédos (Pettersson e
Pontoppidan, 2013). O farelo é importante na alimentacdo humana, animal e na
fabricacdo de produtos. O grédo de soja tem também grande importancia econémica

pelas inumeras aplicagbes industriais, resultando em crescente demanda global



atualmente. A demanda no mercado internacional e a estabilizacdo da soja como
importante fonte de proteinas, fizeram com que o investimento na sua producéo
apresentasse crescimento expressivo (Hirakuri e Lazzarotto, 2011). No ano de 2020,
a producdo mundial de soja ultrapassou a marca de 337 milhdes de toneladas (USDA,
2020).

O teor de 0leo em graos de soja € de 20%, que € tipicamente utilizado para
fornecer energia ao embrido em desenvolvimento durante a germinagao (Copeland e
Mcdonald, 2001). Na industria, o O0leo de soja é usado, por exemplo, para extrair
lecitina, na fabricacdo de molhos para salada, margarinas, caldo, sab&o, gorduras e
outros produtos. Os graos de soja também séo ricos em proteinas, que respondem por
40% do seu peso total (Singh, 2010) e tornam a soja um fator chave na alimentacéo
humana e na agropecuéria. Além dos altos teores de proteina e 6leo, a matéria
organica residual da soja pode ser utilizada como forragem na alimentagao animal e
no adubo verde (Qiu e Chang, 2010).

O comércio mundial da soja foi mantido unicamente pela China até o inicio da
Segunda Guerra Mundial. A partir do final do conflito, os EUA dominaram o comércio
mundial da commodity durante mais de 20 anos, quando, a partir do final da década
de 1960, Brasil e Argentina tornaram-se importantes produtores e exportadores (Silva
et al., 2019). Atualmente, juntamente com os EUA, estes paises respondem por 83%
da producdo mundial na safra 2019/2020 (CONAB, 2020). O rendimento da soja
nesses trés paises tém aumentado constantemente ao longo das Ultimas duas
décadas, frequentemente acompanhado do aumento de area plantada (Ainsworth et
al., 2012). Até 2019, o Brasil era o segundo maior produtor de soja do mundo, atras
apenas dos EUA, com rendimento superior a trés toneladas por hectare
(http://www.fao.org) (Black, 2000; CONAB, 2020; Hirakuri e Lazzarotto, 2011). Em
2020, o Brasil passou a ser o maior produtor mundial de soja (CONAB, 2020).

Dentro do sistema intensivo de producdo, as caracteristicas desejaveis que
contribuem positivamente para aumentar a estabilidade e potencial de rendimento de
cultivares de soja sao: maior resisténcia a doencas, resisténcia aos insetos-praga e

aos nematoides associados a cultura; boa resisténcia ao acamamento e a deiscéncia

4



precoce; boa qualidade fisiolégica da semente; adaptacdo a condicdes locais de
ambiente e a escolha do tipo de planta adequada ao sistema agricola utilizado na

regido produtora, visando uma maior produtividade (Prior et al., 2006).

1.1.4 Fatores limitantes na producdo agricola e da soja

Mesmo com o sistematico aumento de produtividade, ha fatores que afetam
negativamente a producédo de soja, como os estresses bidticos (ataque de patdgenos,

pragas, microrganismos) e abidticos (condicdes ambientais adversas).

Os estresses abidticos sdo os principais responsaveis pela diminuicdo na
producdo e no rendimento da soja, dentre os quais podemos citar: seca, excesso de
salinidade, metais pesados e as temperaturas extremas, dentre os quais a
desidratacéo e os extremos de temperatura sdo os que afetam mais significativamente
o desenvolvimento vegetal (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000), resultando em
fortes perdas de produtividade. No ambito dos estresses abiéticos, os desafios se
intensificaram em decorréncia das mudancas climaticas (Ahmad et al., 2016a; Ahmad
et al., 2016b; Lake et al., 2012; Ray et al., 2015). Dentre os eventos climaticos que
podem afetar a producao estdo o El Nifio Oscilacdo Sul (ENSO), o Dipolo do Oceano
indico (IOD), a Variabilidade do Atlantico Tropical (TAV) e a Oscilacdo do Atlantico
Norte (NAO), que juntos respondem por 7% das perdas na producao global de soja
(Anderson et al., 2019). No contexto nacional, apenas nas safras de 2003/2004 a
2014/2015, as perdas devido a eventos de seca foram estimadas em cerca de US
$ 46,6 bilhdes (Fuganti-Pagliarini et al., 2017).

Em menor proporcéo, o estresse bidtico causa prejuizos em escala global para
todo o agronegécio da soja, como no caso do fungo Phakopsora pachyrhizi, causador
da ferrugem asiatica, e do inseto praga Percevejo-marrom-da-soja, Euschistus heros
(Bueno et al., 2011; Da Graca et al., 2016; De Oliveira et al., 2018). No caso dos
microrganismos causadores de doencas, a indu¢cdo de mecanismos de defesa na
planta durante o contato com o patbgeno aumenta a demanda por fotoassimilados e

provoca alteragbes no metabolismo primario vegetal. Ademais, em alguns casos, 0
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desenvolvimento de areas cloroticas e necroticas nas folhas reduz a area ativa para

realizacdo da fotossintese (Berger et al., 2007).

Além dos estresses acima listados, o cultivo de soja em areas néo tradicionais
frequentemente requer estratégias de melhoramento genético para o desenvolvimento
de cultivares adaptadas aos novos locais (Grainger e Rajcan, 2014; Granier et al.,
2006). A selecao direta para estabilidade de producdo com base em testes em varios
locais tem sido tradicionalmente usada para o desenvolvimento de variedades
adaptadas a condi¢cdes ambientais adversas (Manavalan et al., 2009). Desta forma, ha
um esforco na comunidade cientifica para elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos na resposta a condicfes adversas (Fait et al., 2006; Prior et al., 2006;
Weber et al., 2005), sob a premissa de que estes seriam criticos no desenvolvimento

de novas cultivares.

1.1.5 Estudos de transcriptoma por RNA -Seq

O uso de tecnologias 6micas como aquelas relacionadas a transcriptdmica,
protedmica e metaboldmica, aumentaram a compreensdo das complexas redes
regulatorias associadas a adaptacéo e tolerancia em plantas (Urano et al., 2010; Yin
e Struik, 2010).

Especificamente nos estudos de transcriptdmica, tecnologias baseadas em
hibridizacdo e em sequenciamento ja vem sendo empregadas ha mais de duas
décadas. Dentre as tecnologias baseadas em hibridizacdo, podemos citar os macro e
microarranjos de DNA (Alkharouf et al., 2006). Por sua vez, as tecnologias baseadas
em seguenciamento compreendem uma maior variedade de métodos, como as
bibliotecas de EST (Expressed Sequence Tag) (Adams et al., 1991); a técnica de
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (Velculescu et al., 1995) e suas versoes
derivadas LongSAGE (Sara et al., 1995) e SuperSAGE (Matsumura et al., 2003).
Embora tais tecnologias tenham sido extremamente importantes por varios anos,
apenas na segunda metade da década de 2000 que foi desenvolvida a mais

impactante delas, a tecnologia de RNA sequencing (RNA-Seq) (Mortazavi et al., 2008).
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Os estudos de RNA-seq baseiam-se no sequenciamento em altissima escala de
fragmentos de RNA, denominados reads, que sdo analisados utilizando métodos
baseados em mapeamento , como STAR (Dobin e Gingeras, 2015), TopHat2 (Kim et
al., 2013) e Bowtie 2 (Langmead e Salzberg, 2012) ou de pseudo-contagens para
estimar a expressao génica, como por exemplo os programas Salmon (Patro et al.,
2017) e Kallisto (Bray et al., 2016).

O método de RNA-Seq € potencialmente capaz de caracterizar todo o
transcriptoma e quantificar os diferentes niveis transcricionais em uma determinada
amostra, sendo atualmente o método mais utilizado para analises de expressao génica
(Levin et al., 2010; Zhang et al., 2018). Estudos comparativos entre 0s conjuntos de
dados gerados por RNA-Seq e microarranjos, a partir do mesmo conjunto de amostras,
mostraram uma alta correlacdo entre os perfis de expressao génica gerados pelas
duas tecnologias. Contudo, 0 RNA-Seq foi superior na deteccédo de transcritos de baixa
abundancia, na discriminacao de isoformas de splicing na identificacdo de variantes
genéticas. O RNA-Seq também demonstrou uma faixa dindmica mais ampla do que
0S microarranjos, o que permitiu a detecgéo de genes mais diferencialmente expressos.
A analise dos dois conjuntos de dados também mostrou vantagens na prevencao de
problemas inerentes aos microarranjos, como hibridizacdo cruzada, hibridizacdo
inespecifica e intervalo de deteccao limitado de sondas individuais. Como o0 RNA-Seq
nao depende de hibridizacdo, esta tecnologia ndo apresenta tais problemas, o que

simplifica e potencializa a analise de dados (Zhao et al., 2014).

Diversas aplicacdes das tecnologias de RNA-Seq vém sendo realizadas para
estudos dos padrbes expressdo em diferentes tecidos e em diferentes condi¢cdes
fisiologicas de plantas, inclusive nas respostas aos diversos estresses bioticos e
abidticos (Barbazuk et al., 2008; Reddy, 2007; Reddy et al., 2013; Reddy et al., 2012;
Reddy e Shad Ali, 2011). Uma das respostas a esse estresse € a expressao de um
grande nimero de genes, cujos produtos podem estar envolvidos em diversas fungdes
adaptativas, como reguladores da expressdo génica e da transducéo de sinal, bem
como na protecao e na detoxificacdo das ceélulas (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
2007; Shinozaki et al., 2003; Wally e Punja, 2010).



1.1.6 Abordagens gendmicas no estudo da soja

Grande parte das angiospermas descendem de ancestrais que sofreram
duplicacfes integrais de genoma (whole-genome duplication, WGD), seja através de
auto- quanto de alopoliploidia. Evidéncias recentes indicam que todas as
angiospermas existentes tenham sofrido pelo menos um evento de WGD em sua
linhagem evolutiva, sugerindo que tais eventos sejam importantes na geracao de
diversidade (Akoz e Nordborg, 2019; Jaillon et al., 2007; Jiao et al., 2011; Moharana e
Venancio, 2020) Adicionalmente, diversos estudos tém demonstrado a alta
prevaléncia deste tipo de fenbmeno em plantas (Landis et al., 2018; One Thousand
Plant Transcriptomes, 2019; Semon e Wolfe, 2007).

O primeiro sequenciamento do genoma da soja (da cultivar Williams 82), foi
realizado em 2010 (Schmutz et al., 2010), abrindo enormes perspectivas na
exploracé@o de aspectos bioquimicos e fisioldégicos da espécie. Esta iniciativa mostrou
que aproximadamente 75% dos genes estdo presentes em multiplas cépias no
genoma da soja, correspondendo a 12.253 familias génicas. Boa parte destas familias
multigénicas foram geradas por eventos de WGD, seguidos de diversificacdo, perda
de genes e rearranjos cromossdmicos. Além das WGDs, as expansdes em tandem
também contribuiram para o surgimento de familias multigénicas em soja, como
observado previamente em genes codificadores de NBS-LRR, proteinas F-box,
proteinas de resposta a auxina e proteinas contendo outros dominios comumente
encontrados em familias multigénicas em genomas vegetais (Bellieny-Rabelo et al.,
2013; Schmutz et al., 2010).

Estudos de re-sequenciamento tém sido realizados, tanto na soja cultivada,
guanto na selvagem, utilizando polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs), a fim de determinar a origem, domesticagéo e sele¢céo da soja
cultivada atualmente. Dentre estes, podemos destacar estudos realizados com as
cultivares encontradas na Coréia (Chung et al., 2014), que abriram caminho para uma
investigacdo mais ampla de 302 acessos de soja, incluindo 62 da soja silvestre (G.



soja) e 240 de G. max (130 variedades locais e 110 cultivares melhoradas) (Zhou et
al., 2015). No cenério nacional, o re-sequenciamento genémico de 28 cultivares
concluiu que ha espaco para a introducdo de novos alelos potencialmente vantajosos

para a producao da soja no pais (Dos Santos et al., 2016).

Apesar do enorme sucesso dos programas de melhoramento genético classico,
€ imperativa a necessidade de se compreender as bases genéticas e bioquimicas das
caracteristicas selecionadas no melhoramento vegetal, a fim de identificar potenciais
alvos para futuras estratégias de melhoramento e extrapolacdo para outras espécies
(Ainsworth et al., 2012). Neste sentido, os genomas de 26 acessos de soja, de
diferentes locais do mundo, foram sequenciados e usados na construcdo de um
pangenoma de alta qualidade, que inclui variacdes Unicas da composi¢cao genética de
algumas variedades importantes (Liu et al., 2020). Este pangenoma ser4a, certamente,
um alicerce importante tanto nas estratégias de melhoramento quanto na elucidacao
de funcbes génicas que permeiam caracteristicas agronémicas relevantes para a

agricultura.

O sequenciamento do genoma abriu caminho para outros estudos
complementares em larga escala, como os que vém sendo conduzidos para estudar o
transcriptoma (Ge et al., 2010; Libault et al., 2010; Severin et al., 2010), proteoma
(Zhang et al., 2011) e metaboloma (Gu et al., 2017) de diferentes tecidos e condigdes
fisiol6gicas da soja. Tais trabalhos, acumulados ao longo de anos, tornam 0s recursos
de bioinformatica e bancos de dados elementos essenciais para a utilizacdo mais
eficaz e democrética dos dados. Apenas em soja, os dados de RNA-Seq acumulados
ao longo dos ultimos 10 anos ja correspondem a mais de 440 artigos publicados
(https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/), 720 BioProjects e mais de 4800 entradas do banco
de dados SRA do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), em consulta realizada em
novembro de 2020. Esta colecdo de dados é um elemento crucial tanto na pesquisa
basica quanto em programas de melhoramento genético da espécie (Hakeem et al.,
2012a; Hakeem et al., 2012b).

Mesmo com um acervo tao vasto de trabalhos realizados em RNA-seq de soja,

h& uma grande escassez de repositérios integrando estes dados apds processamento
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e andlise sistematicos dos mesmos, levando os pesquisadores a buscar os trabalhos
individualmente, o que consome tempo e nao € eficiente em decorréncia das diferentes
metodologias de andlise empregadas, além das limitagdes de estrutura computacional
e de expertise analitica da maioria dos grupos de pesquisa em bioquimica e biologia
molecular. Estes trabalhos, naturalmente, sdo limitados a apenas um tecido em
diferentes condi¢cdes como: transcritos envolvidos na germinacédo da semente em uma
escala de tempo (Bellieny-Rabelo et al., 2016) ou andlise do transcriptoma de nédulos
em diferentes estagios de desenvolvimento da soja (Yuan et al., 2017). Outros estudos
sdo fundamentados no transcriptoma em diferentes condi¢cdes de estresse, utilizando
plantas suscetiveis, resistentes e controle (Miraeiz et al., 2020). Consequentemente,
h& uma clara limitacdo no acesso efetivo aos dados disponiveis, dificultando a
realizacdo de andlises globais ou envolvendo multiplos estudos relacionados. Neste
cenario, o objetivo central do presente trabalho € a integracdo de todos os dados de
RNA-Seq de soja disponiveis publicamente até maio de 2018, a fim de gerar um atlas
transcriptdmico de soja, disponivel publicamente e com facil acesso, a fim de
impulsionar pesquisas moleculares de soja e maximizar a reutilizagdo de dados, o que
trard grandes beneficios para diferentes grupos de pesquisa no mundo. Ademais,
realizamos diversas descobertas durante a criacdo e investigacdo deste atlas, que
também estdo descritas nesta tese. O desenvolvimento do atlas, nossos principais
resultados e a descricdo do banco de dados gerados e sua interface, estdo disponiveis
no capitulo 2 desta tese, em forma de um artigo cientifico que foi publicado em 2020
(Machado et al., 2020).
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2.1. SUMMARY

Soybean (Glycine max [L.] Merr.) is a major crop in animal feed and human
nutrition, mainly for its rich protein and oil contents. The remarkable rise in soybean
transcriptome studies over the past five years generated an enormous amount of
RNA-seq data, encompassing various tissues, developmental conditions, and
genotypes. In this study, we have collected data from 1,298 publicly available
soybean transcriptome samples, processed the raw sequencing reads, and mapped
them to the soybean reference genome in a systematic fashion. We found that 94%
of the annotated genes (52,737/56,044) had detectable expression in at least one
sample. Unsupervised clustering revealed three major groups, comprising samples
from aerial, underground, and seed/seed-related parts. We found 452 genes with
uniform and constant expression levels, supporting their roles as housekeeping
genes. On the other hand, 1,349 genes showed heavily biased expression patterns
towards particular tissues. A transcript-level analysis revealed that 95%
(70,963/74,490) of the assembled transcripts have intron chains exactly matching
those from known transcripts, whereas 3,256 assembled transcripts represent

potentially novel splicing isoforms. The dataset compiled here constitute a new
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resource for the community, which can be downloaded or accessed through a user-
friendly web interface at http://venanciogroup.uenf.br/resources/.  This
comprehensive transcriptome atlas will likely accelerate research on soybean

genetics and genomics.

2.2 INTRODUCTION

Soybean (Glycine max [L.] Merr.) is one of the most important legume crops
worldwide. It is critically important in human nutrition, animal feed, and
biotechnological applications. Global climate change and increased food demand
resulting from a growing human population have been fueling the development and
application of biotechnological methods to generate better cultivars (lizumi et al.,
2014). In recent years, various omics approaches have been deployed to improve
productivity of several crops, including soybean. An important achievement in
soybean omics-based research was the availability of whole-genome sequencing
data, which helped identify molecular markers (e.g. single nucleotide
polymorphisms, SNPs) (Schmutz et al.,, 2010, Deshmukh et al., 2014) that are
instrumental in the identification of genes associated with various phenotypes of
interest. The soybean whole-genome sequencing project has also contributed to the
substantial rise in soybean transcriptome studies (Libault et al., 2010, Severin et al.,
2010, Garg and Jain, 2013, O6Rourke et al
platforms and later by RNA-Seq technologies.

To date, several studies reported spatiotemporal changes occurring in
various soybean tissues using RNA-seq. The two first soybean RNA-Seq studies
were published by Libault et al. (Libault et al., 2010) and Severin et al. (Severin et
al., 2010). The former reported the sequencing of 14 (mainly root and nodule)
tissues, whereas the latter evaluated several tissues and seed developmental
stages. Dozens of other studies followed, such as those addressing different life
cycle stages (Jones and Vodkin, 2013, Bellieny-Rabelo et al., 2016, Gazara et al.,
2019), conditions (Belamkar et al., 2014), and cultivars/lines (Goettel et al., 2014).
The accumulation of plant transcriptomic data in public repositories [e.g. Sequence
Read Archive (SRA) at the National Center for Biotechnology Information (NCBI)]

inspired the development of unified collections or atlases, such as those found for
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Arabidopsis thaliana (Fucile et al., 2011), Medicago truncatula (He et al., 2009), GlI.
max (Supplementary Table S1), as well as multi-species atlases (Dash et al., 2012),
which are often reused by the scientific community. Specifically in soybean, Kim et
al. constructed the SoyNet (www.inetbio.org/soynet) database using 734
microarrays and 290 RNA-seq samples (Kim et al., 2017), while Wu et al. uncovered
a nodulation-related co-expression module by analyzing 1,270 microarray samples

generated with Affymetrix gene chips (Wu et al., 2019).

Despite the previous efforts to integrate soybean transcriptomes, there is a
massive amount of soybean RNA-Seq data that remain largely unexplored. Here,
we have collected data from 1,298 publicly available soybean RNA-seq samples
from the NCBI SRA database. We systematically processed and mapped
sequencing reads to the soybean reference genome (assembly version:
Gmax_275_Wm82.a2.vl). Transcriptional levels were estimated to allow a
systematic global gene expression analysis, aiming to elucidate the dynamics of
transcriptional regulation across this broad range of samples, tissues, and cultivars.
Further, the collected and processed data are readily available to allow both,
automatic analysis and single-gene investigations through an easy-to-use interface
at our lab website (http://venanciogroup.uenf.br/resources/).

2.3 RESULTS AND DISCUSSION

Data gathering, processing, and mapping to the reference genome reveal an

overall high quality of the publicly available soybean RNA-Seq data

We performed an extensive literature mining process to gather as many as
possible soybean RNA- seq datasets. A total of 1,742 raw read sequencing files
were downloaded from the NCBI SRA database (Supplementary Table S2). Reads
obtained from the same biological sample were combined in a single FASTQ file (or
in two files, for paired-end data; *_1.fq and *_2.fq). This resulted in 1,298 samples
(65% single-end and 35% paired-end) from 84 BioProjects comprising sixteen
different broad tissue categories in various developmental stages (Supplementary
Table S3). Approximately 35% (458/1298) of the samples lacked cultivar/genotype
information in SRA. Among the other 840 samples, we found 157 different soybean
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cultivar names, although this is likely an overestimation because of authors calling
the same cultivars with slightly different names during data submission. The cultivar
Williams 82, which had the genome sequenced, represented 23% (302/1,298) of
the total samples. Leaf was the most abundant tissue, representing 46% (603/1,298)
of the samples (Figure 1). Three libraries from unknown tissue sources were
excluded. We have also found that 76% (986/1,295) of the libraries were unstranded
(Supplementary Table S3).
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Figure 1: Number of samples analyzed in this study and a graphical representation of each tissue.
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Reads from each RNA-seq library were mapped to the reference genome,
assembled, and used for estimating gene expression (Figure 2). Whenever present,
adapter sequences were trimmed. Reads with average quality lower than 20 were
excluded. An average of 32,210,805 million reads pairs per sample with paired-end
data and 29,579,316 million reads per sample with single- end data were used for
read mapping. Mapped and uniquely mapped reads correspond to an average of
87.9% and 81%, respectively (Supplementary Table S4 and Supplementary Figure
S1). Further, we excluded 47 samples for which: i) 50% or more of the reads failed
to map or; ii) 40% or more of the reads failed to uniquely map. After these exclusions,

1,248 samples were kept for further downstream analysis.
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Figure 2: Pipeline used to create the soybean RNA-Seq atlas.
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Several methods used to analyze RNA-seq data (e.g. differential gene
expression) rely on read count normalization strategies (Robinson and Oshlack,
2010, Po-Yen et al., 2011), such as Reads Per Kilobase Million (RPKM) (Mortazavi
et al., 2008), Fragments Per Kilobase Million (FPKM), and Transcripts Per Million
(TPM) (Wagner et al., 2012), out of which the latter has been proposed to be more
consistent across technical replicates (Wagner et al., 2012, Conesa et al., 2016, Li
and Li, 2018). Here, we normalized data using TPM for most of the downstream
analysis. Nevertheless, log2 transformed raw read counts are more commonly used
for quality control steps such as unsupervised sample clustering (Jordan et al.,
2015). In addition, many popular tools used for differential gene expression analysis
(e.g. DESeq2, edgeR) require raw read counts instead of normalized read counts.
Therefore, after read mapping, we estimated transcript abundances in the form of
raw read counts per transcript and TPM. Transcript-level expression values were
also aggregated to estimate expression at gene level. To check the robustness of
our TPM estimations, we compared gene-level TPM values from StringTie and
Kallisto. We observed that 98.1% (1263/1287) and 92.6% (1192/1287) of the
samples showed at least 0.9 and 0.95 Spearman's rank correlation coefficient
between the two methods (Supplementary Figure S2), strongly suggesting that both
methods performed equally well in our dataset. Since Kallisto does not support
SOLID reads, which are present for some important samples, we kept StringTie
TPM estimates in the downstream analyses described below, unless stated
otherwise. Importantly, TPM quantification with both methods are available for

download as well as for visualization in our website
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Figure S2: Distribution of Spearman's rank correlation coefficients between normalized
expression values (in TPM) estimated with kallisto and stringtie across samples.

2.3.1 Unsupervised sample clustering reveals three major clades comprising

underground, aerial, an d seed tissues

In transcriptomics studies, genes and samples are often clustered to identify
sub-groups with similar transcriptional profiles (Liu and Si, 2014, Marini and Binder,
2019). While gene clustering helps identify co-expressed genes, sample clustering
is instrumental to detect broad transcriptional similarities between samples, as well
as to identify potential technical artifacts and mislabeled samples. Among several
methods, distance-based hierarchical clustering, K-means clustering, and
dimensionality-reduction based methods (e.g. principal component analysis, PCA)
are commonly used. Recently, t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-
SNE) has been shown to provide a better global structure of sample sub-groups
than several other methods (Dey et al., 2017). Here, we employed three sample

clustering methods to identify outliers and overall pairwise sample similarity. We
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used a gene expression matrix as input to perform hierarchical clustering, K-means
clustering, and t-SNE analysis. These analyses uncovered three major groups
comprising samples from aerial, underground, and developmental or seed tissues
(Figure 3) (Severin et al., 2010). Interestingly, however, we found an additional
cluster comprising leaf and shoot samples from drought-stress-related and leaf
senescence conditions. Although not entirely novel, these results are part of an
important step to check for technical issues or biases that could, for example, result
in the clustering of samples from the same sequencing batch or research group.
Four shoot samples and one root sample clustered with seed-embryo samples. After
confirming this result with the t-SNE and K-means clustering, we excluded these
samples. Overall, sample clustering supports a high quality level of the publicly
available RNA-Seq samples analyzed here, as only 0.4% (5/1248) of the samples

were excluded after the clustering analysis.
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Figure 3: Hierarchical clustering of samples using their transcriptional profiles. Per gene raw read
counts were used to perform hierarchical clustering using the R function hclust() with default
parameters. Samples were grouped into three major clades: aerial, underground, and seed-
embryo related. A minor group of samples containing drought-stress-related leaves and shoots
was also identified. The upper-left panel shows the sample clustering using t-SNE. Five samples
(four from shoot: SAMN04932642, SAMN04932648, SAMN04932639, SAMN04932645 and one
from root: SAMN02197701), labeled in the inside plot, showed very unexpected clustering
patterns and were excluded from further analysis. An interactive 3D version of the t-SNE sample
clustering is available at http://venanciogroup.uenf.br/resources/.
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