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RESUMO

A demanda por fontes renovaveis de combustiveis vem crescendo, assim como a
necessidade de encontrar alternativas para aumentar a sua producdo de matéria-
prima. Oleos vegetais tém sido destinados a diferentes aplicaces, ndo sé na area
de biocombustiveis, mas também na industria; programas de melhoramento de soja
tém-se concentrado no desenvolvimento de variedades mais produtivas. Diante
disso, alguns fatores podem influenciar na composi¢do quimica das sementes, como
fatores genéticos e ambientais, sendo fatores determinantes de qualidade da soja.
Uma caracteristica relacionada ao fator ambiental que tem ganhado grande
destaque, nos ultimos, anos € o déficit, que pode afetar atividades de algumas
enzimas, provocar o acumulo de proteinas e solutos compativeis, acucares,
aminoacidos e alterar o metabolismo dos lipidios que auxiliam na sintese da
membrana. Eventos moleculares sao iniciados pela percepcéo do estresse hidrico, a
qual envolve uma grande rede genética e complexa de mecanismos moleculares.
Estudos, nas Uultimas décadas, ja identificaram muitos genes relacionados ao
estresse hidrico em plantas, sendo que um desses estudos evidenciou que a
proteina de ligacdo a elementos responsivos a desidratacdo (DREB) desempenha
um papel importante na resposta ao estresse abibtico. A vista disso, este trabalho
teve como objetivo analisar a expressao de genes relacionados ao déficit hidrico e
teor 6leo na cultura da soja. Para a analise da expressao génica em PCR em tempo
real, foram utilizadas folhas de soja (Glycine max (L.) Merrill), da cultivar M9144 RR,
na qual os tratamentos estavam divididos da seguinte forma: 25V25R - a cultura
sofreu déficit hidrico, durante todo o ciclo, sendo irrigada com 25% da ETpc:
100V100R - tratamento em que as plantas ndo sofreram déficit hidrico, sendo
irrigadas com 100% da ETpc durante todo o ciclo. A quantificacdo da expressao
relativa dos genes GmDREB1 e GmDREBS5 mostrou que o estresse hidrico sofrido
pela cultivar, durante todo o ciclo, teve maior expressdo no estadio reprodutivo; ja o
gene DGATS3A nao teve diferenca de expressao para ambos os tratamentos.

Palavras-Chave: Fator de transcricdo. Estresse Abidtico. Expressdo Génica.
Biocombustiveis.



ABSTRACT

The demand for renewable sources of fuel has been growing, as well as the need to
find alternatives to increase the production of raw materials. Vegetable oils have
been intended for different applications not only in the area of biofuels, but also in
industry. Soybean breeding programs have been focused on the development of
more productive varieties, and some factors may influence the chemical composition
of the seeds, such as genetic and environmental factors, being determinants of
soybean quality. A characteristic related to the environmental factor that has gained
great prominence in the last years is the water deficit that can affect the activities of
some enzymes, causes the accumulation of compatible proteins and solutes, sugars,
amino acids and changes the metabolism of the lipids that aid in the synthesis of the
membrane . Molecular events are initiated by the perception of water stress, a
perception that involves a large genetic network and complex molecular
mechanisms. Studies in the last decades have identified many genes related to water
stress in plants, one of these studies has shown that the dehydration-responsive
element binding protein (DREB) plays an important role in the response to abiotic
stress. In order to analyze gene expression in real-time PCR, soybean leaves
(Glycine max (L.) Merrill) were used to analyze the expression of genes related to
water deficit and oil content in the soybean crop. of the cultivar M9144 RR in which
the treatments were divided as follows: 25V25R - the crop suffered a water deficit
during the whole cycle, being irrigated with 25% of the ETpc: 100V100R - treatment
in which the plants did not suffer water deficit, being irrigated with 100% of the ETpc
throughout the cycle. The quantification of the relative expression of the GmDREB1
and GmDREB5 genes showed that the water stress experienced by the cultivar
during the whole cycle had greater expression at the reproductive stage, since the
DGATS3A gene had no difference in expression for both treatments.

Keywords: Transcription factor. Abiotic stress. Gene expression. Biofuels
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1. INTRODUCAO

A dependéncia do petréleo e a poluicdo gerada pelo éleo diesel sdo grandes
problemas que o mundo vem enfrentando, nas Uultimas décadas, o0 que tem
estimulado a busca por fontes energéticas renovaveis. Alguns acontecimentos
evidenciaram a necessidade da busca por fontes renovaveis, como as crises do
petroleo das décadas de 70 e 80 do século XX. Dados sobre as alteracbes
climaticas decorrentes das emissfes de gases estufa e seus impactos ambientais
sdo fatores determinantes para a intensificacdo do desenvolvimento de fontes
renovaveis de energia, buscando, assim, matérias-primas de menor custo (FATIMA
et al., 2010).

Com essa busca por fontes energéticas renovaveis, a cultura da soja vem
ganhando destaque, mundialmente e a producdo de biodiesel vem tendo como
principal matéria-prima o 6leo de soja, ocupando hoje o segundo maior mercado de
Oleos vegetais no mundo, com 30% da producdo mundial. J& no Brasil, essa
representacdo do Oleo de soja foi 70,75% de todo o biodiesel produzido no pais.
Produtividade e rentabilidade vém fazendo com que a soja (Glycine max (L.) Merril)
seja, hoje, a principal fonte de 6leo para a producéo de biodiesel e de proteina como
alimentacdo animal, sendo ambos condicionados por fatores genéticos e ambientais
(MME, 2017; NAOE et al., 2018).

De acordo com o ultimo levantamento da CONAB (safra 2018/2019), a
cultura da soja teve um crescimento de 1,9 % em area plantada, em relacdo ao ano
anterior, sendo um dos principais produtos na balanca comercial brasileira.
Amplamente difundida por suas variadas formas de utilizacdo, em diferentes
segmentos, a soja € utilizada, para a producédo de farelo utilizado na suplementacéo
animal, na alimentacdo humana e, também, como fonte na producdo de
biocombustiveis, consolidando uma cadeia agroindustrial e reafirmando, assim, seu
papel fundamental para a economia brasileira (CONAB, 2019).

Os programas de melhoramento de soja tém-se concentrado no
desenvolvimento de variedades mais produtivas. Entretanto, mais recentemente, ha
também uma preocupacdo com caracteristicas de qualidade, tais como conteudo e
composicdo do Oleo e da proteina de reserva. Para isso, 0s pesquisadores tém
recorrido ao germoplasma, tanto ao adaptado como ao silvestre, em busca de

variabilidade genética. Assim, com o intuito de se ganhar tempo, trabalhos de



pesquisa tém sido realizados visando avaliar a capacidade de producdo de 6leo e
proteina das cultivares comerciais (BARBOSA et al., 2011).

Verifica-se que fatores genéticos e ambientais afetam a composicédo quimica
das sementes, como os conteudos de proteina e 6leo no gréo, que sdo compostos
determinantes da qualidade da soja. Cultivares de soja podem sofrer influéncia pela
mudanca do ambiente, afetando, assim, a produtividade de éleo. Alguns autores
enfatizam que o déficit hidrico € um dos principais fatores ambientais que limitam o
crescimento, levando a planta a uma diminuicdo consideravel na producdo, mesmo
em cultivares com excelente potencial genético (MONTEIRO et al., 2017; NUNES,
2015).

Estresses abidticos, como déficit hidrico, podem limitar o crescimento e
rendimento de espécies economicamente importantes. Investigacbes sobre
processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares relacionados ao déficit hidrico tém
desvendado mecanismos de como as plantas detectam o déficit hidrico e processam
essas informacdes para alterar a expressao génica. Foi identificada, em Arabidopsis
thaliana, uma familia multigénica de fatores de transcri¢cdo, conhecida como DREB
(Dehydration Responsive Element Binding protein - Proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a desidratacdo) e, ou, também, como CBF (C-repeat-binding Jactor -
fator de ligacéo a repeticdes C) (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000).

Fatores de transcricio DREB estdo no topo da cascata
de eventos moleculares que finalizam com respostas a defesa contra
a desidratacdo celular. Apesar de se ter conhecimento sobre 0s processos de
desidratacdo celular vegetal, em soja, ainda, ndo se tem a compreensdo de como
essa rede complexa de processos moleculares, em resposta a seca, Ssao
administrados pela planta, tornando-se um grande obstaculo para a melhoria na
producédo de 6leo na cultura (NEPOMUCENO et al., 2010).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Analisar o perfil de expressdo dos genes GmDREB1,GmDREB5 e
DGAT3A, por meio da técnica de PCR em tempo real, em plantas de

soja submetidas ao déficit hidrico.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a expressédo diferencial (RT-gPCR) do gene que codifica a
enzima Acyl Coa:diacylglicerol acyltransferase (DGAT3A) em folhas de
soja.

e Analisar a expressao diferencial (RT-gPCR) dos genes GmDREBL1 e
GmDREB 5 em folhas de soja submetidas ao déficit hidrico.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soja — Cultura Agroenergética

O Brasil é o segundo maior produtor mundial e, dentre os grandes
produtores, € 0 que possui 0 maior potencial de expansdo em area cultivada,
podendo, se depender das necessidades de consumo do mercado, mais do que
duplicar a producéao (VANDOIR, 2017).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) se tornou uma das mais importantes
culturas, para a economia mundial, destacando-se como a cultura oleaginosa mais
cultivada no mundo. Foi responsavel pela expansdo da fronteira agricola no Brasil,
principalmente, nas regides sob vegetacdo de cerrado. Contudo a implantacao
dessa cultura, em novas areas de cultivo, tem exigido novas tecnologias e manejo
cultural adequado (PETTER et al., 2014).

A safra 2018/19 esta estimada em 35.818,8 mil hectares. A perspectiva é de
aumento de 1,9%, em relacdo a safra passada, que equivale a um incremento de
quase 700 mil hectares. Ja o estado do Tocantins teve uma reducdo de 5,4% na
produtividade, em relacdo a safra anterior, o que foi ocasionado por um veranico que
ocorreu, em dezembro e janeiro, prejudicando as lavouras, em todas as fases de
desenvolvimento, sendo as areas mais arenosas e de cascalho as mais atingidas
(CONAB, 2019).

A cultura da soja tornou-se amplamente difundida por suas variadas formas
de utilizacdo em diferentes segmentos, tendo um papel importante para a economia
brasileira, sendo utilizada para a producéo de proteina animal e com uma crescente
na alimentacdo humana, consolidando uma cadeia agroindustrial, sendo também
uma alternativa para a utilizacao na fabricacdo de biocombustiveis (CONAB, 2017).

Nas ultimas duas décadas, a soja se consolidou como a principal cultura do
agronegocio brasileiro. Nesse periodo, o grdo liderou a expansdo da fronteira
agricola nacional e passou a ser cultivada em varios ambientes de produgédo. Com
uma cadeia produtiva bem estruturada e que interage com outras, também,
importantes para o agronegdcio nacional, como carnes e biocombustiveis, a soja
tem proporcionado o desenvolvimento socioecondmico de diversas regifes as quais

compdem os sistemas de producdo (HIRAKURI et al., 2017).



O consumo mundial de proteina animal, sobretudo, das carnes de frango e
de suino, cresceu expressivamente nas Ultimas duas décadas. Um dos impactos
gerados por este fato foi 0 aumento na demanda por farelos proteicos, utilizados na
fabricacédo de racdo animal, normalmente, oriundos de graos de soja (HENCHION et
al., 2014). No ano agricola 1996/97, quase 97% do produto era voltado para a
alimentacdo humana. Porém o aumento exponencial no esmagamento de soja, em
virtude da demanda pelo seu farelo, fez com que o crescimento na producéo do 6leo
fosse superior a sua demanda para alimentacdo. Isso gerou um excedente do
produto, que passou a ser direcionado, para o mercado industrial, notadamente o de
biocombustiveis (BENAVIDES et al., 2013).

Tanto para uso alimentar como industrial, 0 aumento do teor de 6leo do grdo
tem sido um dos principais objetivos da engenharia de oleaginosas. A soja € uma
das fontes de 6leo vegetal, em maior producdo mundial, compreendendo 30% do
mercado global, sendo que, no Brasil, € matéria-prima com maior importancia na
utilizacdo para a producdo de biodiesel, 0 que compreende a, aproximadamente,
90% do biodiesel produzido no pais (CAVALETT; ORTEGA, 2010).

Dall’Agnol (2017) evidencia que o grao de soja se tornou um protagonista,
para varios derivados, destacando para o 6leo de soja e seu consumo mundial. Nao
sendo a razéo principal, para cultivar a soja em escala mundial, esse derivado esta
cada vez mais sendo requisitado em atividades de consumo doméstico e para a

producao de biodiesel.

3.2 Biodiesel, teor de 6leo

Com o rapido crescimento populacional e desenvolvimento industrial, o
consumo mundial de energia aumenta. Diante disso, algumas fontes alternativas de
energia, como solar, hidrogénio, edlica e biodiesel se tornaram o viés para suprir a
demanda energética. Entre essas fontes renovaveis, o biodiesel € considerado um
combustivel alternativo proeminente, ndo toxico, biodegradavel e fonte de energia
renovavel (GOLI; SAHU, 2018).

IHA et al. (2018) mostraram que o uso da biomassa como fonte de energia
vem tendo grande destague no mundo, especialmente, na aplicacdo de gorduras e
Oleos vegetais e animais, para a producédo de biodiesel (ésteres de acidos gordos

metilicos ou etilicos), sendo as principais vantagens do biodiesel as suas



propriedades fisico-quimicas, que sdo similares as do diesel derivado do petréleo,
fazendo, assim, com que o biodiesel se torne um dos mais importantes usos da
biomassa neste século.

Oleaginosas que armazenam maiores quantidades de 6leo sédo preferidas,
na industria do biodiesel, mas a quantidade de 0leo possivel de ser extraida é o fator
determinante, para a viabilidade da matéria-prima, uma vez que 0 seu emprego
pode reduzir o custo de producédo. Neste sentido, a soja entra na contraméo dessa
viabilidade, visto que sua capacidade de armazenamento de 6leo é baixa quando
comparada a outras culturas. No entanto sua disponibilidade e cultivo, em larga
escala classifica-a como a principal fonte de 6leo para a produgcdo de biodiesel
(RAMOS et al., 2017).

O dleo de soja veio como um subproduto do processamento do farelo e logo
se tornou um dos lideres no mercado mundial de Oleos vegetais. Dada a grandeza
deste agronegdécio no Brasil, a soja ofereceu as bases para o desenvolvimento do
Programa Nacional de Produgcéo e Uso do Biodiesel (PNPB). Cerca de 99% dos
triacilglicerideos, presentes no 6leo de soja, sdo compostos pelos acidos palmitico
(10,2%), esteérico (3,7%), oleico (22,8%), linoleico (53,7%) e linolénico (8,6%) sendo
bastante utilizados no ramo alimenticio, tanto domiciliar quanto na industria (RAMOS
et al., 2017; VEGETAIS, 2014; VELLO; SILVA, 2006).

As caracteristicas de teor de proteina e teor de Oleo podem ser
determinadas por diversos genes. Genes estes que, para estas caracteristicas,
possuem correlacdo negativa, indicando que um alelo que representa maior teor de
proteina esta associado a um alelo que representa menor teor de 6leo em gréaos de
soja e vice-versa. Em média, as cultivares de soja apresentam em torno de 40% de
proteina e 20% de 6leo (HWANG et al., 2014).

Para Vello & Silva (2006), a juncdo dos altos teores de proteina (40%) e 6leo
(20%), na composicdo da semente de soja, juntamente com a média de
produtividade, faz com que a cultura da soja seja uma das culturas mais cultivadas

no mundo.

3.3 Biossintese de acidos graxos e gene DGAT



A biossintese de 6leo vegetal envolve uma rede metabdlica complexa com
multiplos compartimentos subcelulares, ciclos e rotas metabdlicas que tém uma
funcdo dupla na producdo de lipidios essenciais de membrana e triacilglicerol
(BATES, 2016).

A sintese do 0leo vegetal ocorre, a partir do glicerol-3-fosfato e acil-CoA, no
reticulo endoplasmatico, formando os triacilglicerdis (TAGs) (WANG et al., 2014).

Em vérias espécies de plantas, os TAGs sdo grandes lipidios de
armazenamento que se acumulam no desenvolvimento de sementes. Esses TAGsS
sdo armazenados, geralmente, em um compartimento especializado que se
encontra na maioria das células vegetais oleaginosas (CAGLIARI et al., 2011).

Triacilgliceréis (TAGs) sdo ésteres derivados de acidos graxos que
apresentam uma classe de lipidios neutros, representando-se na forma de
armazenamento de energia celular (ATHENSTAEDT,; DAUM, 2006; YEN et al.,
2008). Na grande maioria das sementes oleaginosas, incluindo a soja, sua principal
forma de armazenamento de lipidios ocorre na forma de triacilglicerol (TAG). Um
fator limitante atual, para controlar a biossintese de Oleo na semente, é a
ambiguidade que existe dentro do controle do fluxo de acil em véarias modificacdes
de acidos graxos e rotas biossintéticas. Mudancas na composi¢ao do acido graxo do
o0leo foram alcancadas pelo isolamento de genes que codificam enzimas do
metabolismo lipidico e aplicacdo de técnicas genéticas para controlar a expressao
desses genes (BATES, 2016).

Settlage et al. (1998) relatam que o 6leo é uma caracteristica quantitativa
herdada, por isso, a atividade da enzima DGAT pode ser um indicador de expressao
de produtos genéticos, em toda a sintese de glicolipideos, para um determinado
genodtipo. A atividade da enzima DGAT esta associada, diretamente, com a
expressao da variacdo genética do teor de 6leo na soja.

A DGAT é considerada uma enzima-chave para fins biotecnolégicos,
podendo ser utilizada, para aumentar o teor de Oleo em espécies de plantas
oleaginosas, sendo considerada a Unica enzima que estd exclusivamente
comprometida com a biossintese de TAG usando acil-CoA como dador de acil
(LARDIZABAL et al., 2008; XU et al., 2008).

Como tal, tem sido uma das enzimas mais estudadas em termos do seu

potencial de aumentar o teor de 6leo de semente por meio da expressdo do gene



DGAT. As DGATs desempenham papéis essenciais na determinacéo da qualidade e
quantidade do fluxo de Acil-CoA na sintese de TAG (SNYDER et al., 2009).

A atividade enzimatica DGAT € codificada por diferentes genes, o que
reforca sua importancia na sintese de TAG, em plantas e seus papéis distintos, na
determinacdo da qualidade e quantidade de fluxo de acil-CoA, na sintese de TAG.
Os genes DGAT1 e DGAT2 foram amplamente estudados, na maioria dos
organismos eucaridticos, incluindo fungos, animais, algas e plantas (TURCHETTO-
ZOLET; CHRISTOFF; KULCHESKI, 2016a). Analises filogenéticas e evolutivas
desses genes demonstraram que o0 DGAT1 e DGAT2 evoluiram separadamente
com convergéncia funcional durante a evolucéo eucarittica. Além dos genes DGAT1
e DGAT2 em plantas, outros genes relacionados com DGAT também foram
identificados. Um gene soluvel DGAT (DGAT3) que participa da via citosdlica de
sintese TAG foi identificado, pela primeira vez, em amendoim (Arachis hypogaea) e,
mais recentemente, em Arabidopsis thaliana (AYME et al., 2018; TURCHETTO-
ZOLET etal., 2011).

Assim, uma atencdo significativa vem sendo dada as DGATs como
ferramentas biotecnoldgicas, para a melhoria na producdo de TAG em oleaginosas,
a exemplo da soja, milho e colza, o que vem ao encontro da crescente demanda por
Oleos e biocombustiveis (CHEN et al., 2016).

3.4 Fatores Ambientais

No Brasil, a soja tem sido cultivada, em vérias condi¢ces ambientais, desde
regides frias, com altitude superior a 1200 m, até regides quentes, com baixas
altitudes e latitudes, gerando diferentes potenciais para a sua producdo. Nesse
contexto, a andlise da dindmica da éarea cultivada, producdo e produtividade de
graos sao importantes para alinhar acdes de pesquisa e de transferéncia de
tecnologia em diferentes regides produtoras da cultura (BALBINOT JUNIOR et al.,
2017).

Hammond et al. (2005) afirmam que o teor e composi¢cdo de cada &cido
graxo do o6leo de soja podem ser afetados pelas diferentes cultivares, fatores

ambientais e geograficos e, principalmente, pelas condi¢des climaticas.



Sendo assim, a estabilidade do desempenho em ambientes é considerada
essencial para a liberacdo de cultivares de soja com qualidade de éleo melhorada
(CARVER et al., 1986), ja que os teores de proteina e 6leo de soja, bem como a
composicdo de acidos graxos sdo determinados pelo gendtipo e podem variar de
acordo com o ambiente (LUEDDERS, 1977).

Para Albrecht et al. (2008), a baixa incidéncia de precipitagcdo e altas
temperaturas, no periodo de enchimento de graos, podem ocasionar alteracdes na
biossintese de oOleo, levando a diferentes comportamentos entre as cultivares.
Mundstock & Thomas (2005) declaram que a sensibilidade a fatores como
fotoperiodo, temperatura do ar, acamamento, retencao foliar e déficit hidrico podem
afetar no crescimento da planta e no rendimento de graos.

A soja tem dois periodos criticos bem definidos com relacdo a falta de agua:
da semeadura a emergéncia e no enchimento dos grdos. Neumaier et al. (2000)
afirmam que, durante a fase de enchimento de gréos, a ocorréncia de déficit hidrico,
acompanhado de altas temperaturas, pode ocasionar 0 enrugamento dos graos de
cultivares sensiveis, reduzindo o rendimento e a qualidade dos gréos.

Percebe-se que a necessidade de éagua disponivel aumenta
progressivamente com o desenvolvimento da cultura da soja. A falta de 4gua em
qualquer estadio de desenvolvimento, altera a quantidade de massa produzida e,
com isso, afeta o0 balanco entre o0 crescimento vegetativo e reprodutivo
(MUNDSTOCK; THOMAS, 2005).

Uma vez que ocorre o estresse hidrico na planta, no periodo de enchimento
de grdos, conteudos da semente, como o teor de 6leo, terdo uma redu¢ao maior em
sua taxa do que a de teor de proteina (ROTUNDO; WESTGATE, 2009a).

Assim gue a planta entra em condicdo de déficit hidrico, é desencadeada
uma série de alteragbes bioquimicas, fisioldgicas e moleculares, em resposta a essa
nova condi¢cdo, como a reducao da parte aérea, fechamento estoméatico e queda na
taxa fotossintética (SHAO et al., 2008).

Para Ferrari et al. (2015), o estresse hidrico provoca altera¢des, como a
reducdo do potencial hidrico foliar, o fechamento estomatico, a diminuicdo da taxa
fotossintética, a reducdo da sua parte aérea, a aceleracdo da senescéncia, absciséo
das folhas, dentre outras.

Levitt (1980) observou, em seu estudo, que durante o déficit hidrico os

ajustamentos fisiologicos da planta determinam as respostas adaptativas de ordem



anatbmica e morfolégica, contudo essas respostas variam, de acordo com a
espécie, a cultivar, o estado de desenvolvimento das plantas, como também a
duracéo e a intensidade do déficit hidrico.

Outro fator que causa a diminui¢cdo no teor de proteina e no 6leo da soja € a
temperatura. Em trabalho realizado por Rotundo & Westgat (2009b), foi constatado
que o déficit hidrico associado a altas temperaturas, no estadio de enchimento de
graos da planta de soja, leva a diminuicéo no teor de 6leo.

Temperaturas elevadas, durante o desenvolvimento da semente, na cultura
da soja, frequentemente, resultam em sementes de baixo vigor, aumento da
incidéncia de patdégeno e diminuicdo do valor econdmico (CHEBROLU et al., 2016).

Entretanto Carreira et al. (2011) concluiram que ambientes com altas
temperaturas melhoram a relagdo acido oleico/linoleico, enquanto os ambientes
temperados promovem altos niveis de acidos graxos essenciais (linoleico,
linolénico). Existe uma relacao inversa entre os dois acidos graxos que pode ser
influenciada pelas condicdes do ambiente, especialmente, temperatura.

Barbosa et al. (2011) identificaram que temperaturas mais altas e menores
médias de precipitacdo, durante a fase de enchimento de gréos, favoreceram o
acumulo de o6leo nos gréos, resultado também encontrado por Nogueira et al.
(1983), que mostraram que variacdo na temperatura pode exercer um maior efeito
na sintese de 6leo, de maneira que temperaturas altas aumentam o conteddo de
6leo.

Wolf et al. (1982) relatam que, durante o desenvolvimento da semente, a
temperatura ambiente afeta profundamente a composicdo da semente de soja e a

sua qualidade € melhorada quando ocorre elevacédo da temperatura.

3.5 Déficit Hidrico

A &gua constitui, aproximadamente, 90% do peso da planta, atuando
praticamente em todos os processos fisiolégicos e bioquimicos, desempenhando
funcdo de solvente, por meio do qual gases, minerais e outros solutos entram nas
células e movem-se por meio da planta. A disponibilidade de agua é importante,
sobretudo, em dois estadios de desenvolvimento da cultura da soja: germinacgao-
emergéncia e floracdo-enchimento. Caracteristicas como composi¢cdo quimica do

grédo podem variar em funcdo de fatores genéticos e ambientais. Dentre os fatores



ambientais, a disponibilidade hidrica é considerada um dos fatores de maior impacto
na producéo e qualidade dos graos (FARIAS et al.,, 2007; MORANDO et al., 2014,
VEIGA et al., 2010).

A exigéncia hidrica da cultura da soja aumenta, conforme o desenvolvimento
da cultura, tendo sua demanda maxima no florescimento e no inicio da formacéo de
vagens. A falta de dgua, no inicio do ciclo da soja, pode causar fortes reducfes na
emissdo de novos ramos, reduzindo, potencialmente, o nUmero de nos que iriam
produzir vagens. No entanto a planta pode se recuperar parcialmente, caso ocorra a
disponibilidade de &gua, apos o florescimento, podendo, assim, emitir e fixar um
namero maior de flores nos novos nés, para produzir vagens, podendo, ainda,
reduzir a formacgéo de novas folhas para sustentar o enchimento de graos da planta
(MUNDSTOCK; THOMAS, 2005).

O déficit hidrico tende a desorganizar o equilibrio das plantas, mudando as
condigOes fisiolégicas e afetando a atividade de algumas enzimas e provocando o
acumulo de proteinas e solutos compativeis, acUcares, glicina betaina e
aminoéacidos. Além disso, provoca a inibicdo da produtividade das culturas e altera o
metabolismo dos lipidios que auxiliam na sintese da membrana (FORD; BARBER,
1983; GONG et al., 2005).

Afzal et al. (2014) afirmam que a seca desencadeia um desequilibrio entre a
absorcdo de 4gua pela raiz e a transpiracao foliar, o que causa uma reducédo no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Atividades fisico-quimicas, como a
fotossintese, podem ser prejudicadas pelo fechamento estomatico e a consequente
diminuicdo da assimilacdo de CO2 Ao longo dos anos, as plantas desenvolveram
mecanismos de resisténcia ao estresse hidrico que as ajudaram, em sua
sobrevivéncia, mecanismos esses que variam entre espécies (FARIAS et al., 2007).

Secas, durante o periodo reprodutivo (pds-florescimento), causam reducdes
drasticas no rendimento de grdos, em razdo de maior abortamento de flores e de
vagens, menor periodo de florescimento, menor nimero de grdos por legume,
menor periodo de enchimento de gréos, diminuicdo da qualidade de grédos e

aceleracéo da senescéncia foliar (CUNHA et al., 2001).



3.6 Genes relacionados ao déficit hidrico

Nas ultimas décadas, a cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) vem tendo
uma grande importancia para a economia mundial. O grdo produzido pela cultura
possui uma alta versatilidade, dando origem a produtos e subprodutos amplamente
utilizados pelo agronegocio. Hoje, a falta de agua é um dos fatores com maior
impacto na producdo agricola mundial, trazendo consequéncias inevitaveis aos
produtores, como reducdo no rendimento da cultura, acarretando em perdas
econdmicas. Algumas dificuldades surgem ao se tentar criar tolerdncia a seca,
usando abordagens convencionais. Além disso, tempo, intensidade, duracdo e
frequéncia do déficit hidrico, bem como interacdes planta-solo-atmosfera, séo
fatores que influenciam na resposta das plantas (DIAS et al.,, 2016; FUGANTI-
PAGLIARINI et al., 2017).

Dependendo do estresse por que a planta passe, diferentes respostas
podem ser observadas, como, por exemplo, plantas submetidas ao estresse térmico,
que abre os estdbmatos e aumenta a taxa de transpiracdo, ao redor da superficie da
folha, enquanto uma seca combinada e um estresse térmico fazem com que os
estbmatos figuem fechados, para minimizar a perda de agua, evitando a
evapotranspiracdo, levando a um aumento na temperatura foliar, afetando a
fotossintese e o crescimento (CHOUDHURY et al., 2017).

As plantas estdo sujeitas a variagcbes ambientais por meio de estresses
bidticos e abidticos. Em relacdo ao estresse abidtico, destaca-se a seca como o fator
com o maior impacto no rendimento de culturas de grande importancia em todo o
mundo, incluindo a soja. Diferentes mecanismos sédo empregados pelas plantas para
se protegerem contra déficits hidricos, incluindo mudancas na condutancia
estomatica, ajuste osmoético, o acumulo de moléculas osmoprotetoras e a atividade
de proteinas antioxidantes (MARCOLINO-GOMES et al., 2015).

As caracteristicas agronémicas em uma cultura determinam o fenétipo da
planta, o qual € controlado por multiplos genes e sinais ambientais (FICKLIN;
FELTUS, 2013). Com isso, a melhoria no rendimento sob condi¢cdes de estresse (por
exemplo, seca) pode ser beneficiada com uma abordagem integrativa, combinando
diferentes niveis (6rgdo, plantas individuais, cultura) de fenotipagem, juntamente

com caracterizagdo molecular (LIU et al., 2017).



Eventos moleculares sao iniciados pela percepcdo do estresse hidrico,
percepcdo que estd relacionada a alteragcbes no volume celular, causado pela
desidratacdo e, consequentemente, alteracdes na pressao da parede celular e no
potencial osmoético. Essas modificacbes alteram a estrutura celular, ativando
complexos enzimaticos que desencadeiam eventos em cascata, levando a
expressdo de muitas categorias de genes envolvidos na ativacado de respostas de
defesa. Fatores de transcricdo (TFs) sensiveis a desidratacdo, como (DREB), no
apical meristem (NAC), Arabidopsis transcription activation factor (ATAF), cup-
shapedcotyledon (CUC), myeloblastosis related proteins (MYB) e outras familias,
ativam as vias de resposta ao estresse que sdo especificas para diferentes
condicbes. Muitos desses TFs também mediam as respostas de diferentes
horménios do estresse, como o acido abscisico (ABA) e o etileno, que governam as
respostas do estresse abidtico. Considerando que a resposta ao estresse envolve
uma grande rede genética e complexa de mecanismos moleculares, um ponto critico
é definir quais genes sao necessarios, para combinar em uma planta, a fim de fazer
essa relacdo com a tolerancia ao estresse hidrico (DIAS et al., 2016; JANGALE et
al., 2019; ULLAH et al., 2018).

3.6.1 Familia do gene DREB

Com uma preocupacao exacerbada pelas mudancas climaticas, que vém
acontecendo em tudo o mundo, tal preocupacdo tornou-se importante tema de
pesquisa para cientistas. Diante de tantas informacdes processadas, ao longo
desses anos, em pesquisas voltadas para o déficit hidrico em plantas, um importante
passo foi dado no meio cientifico, que foi a identificacdo de um elemento responsivo
a desidratacéo cis-acao (DRE), cuja funcéo € importante para a expressao de genes
que correspondem a desidratacdo em Arabidopsis thaliana (SHINOZAKI,
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000).

Os fatores de transcricio DREB estdo no topo da cascata
de eventos moleculares que finalizam com respostas a defesa contra
a desidratacdo celular. Em Arabidopsis thaliana, a identificagdo da proteina DREB1A
foi possivel, depois da identificacdo de uma regido conservada denominada DRE
(Dehydration Responsive Element — elemento responsivo a desidratagéo), elemento

cis-atuante presente na regido promotora de varios genes ativados durante



condicdes de seca (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000). A proteina
DREB1A atua como um fator de transcricdo e possui, em sua estrutura, o dominio
ERF/AP2 (ethylene responsive factor - fator responsivo ao etileno/ APET ALA), que
interage, especificamente, com a regido DRE dos genes de resposta, regulando a
sua expressao a defesa vegetal contra a dessecacéo celular (KAVAR et al., 2008).

Mais de 50 genes DREB, nas ultimas duas décadas, foram identificados em
diversas culturas, entre os quais muitos desses genes DREB sé&o regulados sob via
dependente e independente do ABA. Estudos indicam que diferentes fatores de
transcricdo DREB tém funcéo especifica, em resposta ao estresse hidrico, salino,
térmico e estresse de baixa temperatura. Com base em sua estrutura, as proteinas
DREB podem ser divididas em seis subgrupos: A-1 a A-6, sendo que a maioria dos
genes do tipo DREB1 e DREB2 estdo envolvidos com respostas ao estresse abidtico
(KIDOKORO et al., 2015; LATA; PRASAD, 2011).

Nakashima et al. (2014), em estudos, evidenciaram que a proteina de
ligacdo a elementos responsivos a desidratacdo (DREB) desempenha um papel
importante a resposta ao estresse abibtico. Fatores de transcricdo da familia DREB
possuem um Unico dominio conservado, que faz a sua interacdo com genes via
ABA-independente. O DREB também é envolvido, na regulacdo da via de resposta
ao estresse dependente de ABA, que indica uma possivel conversa cruzada entre o
transducdo de sinal ABA dependente e independente de ABA. Esta comunicacgao

ilumina o papel do ABA na transducéo do sinal de estresse.
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Figura 1- Esquema ilustrando as rotas ABA dependente e independente em resposta aos estresses
abidticos como seca, alta salinidade e frio. Os fatores de transcri¢cdo responséaveis pela inducdo dos
genes de resposta aos estresses e respectivos elementos cis-atuantes e exemplos de genes-alvo
estéo ilustrados. Fonte: Lata & Prasad, 2011.

Diferentes membros dos subgrupos da familia DREB desempenham
diversos papéis em plantas. Dois genes da subfamilia, A1 (MbDREB1) e A6
(MbDREB®6), foram recentemente identificados na macd por meio da PCR. Os
resultados mostraram que ambos foram induzidos por estresse abidtico multiplo
(YANG et al., 2011). Kuang et al., (2017) demonstraram o envolvimento de nove
genes MaDREB no amadurecimento de frutos de banana e estresses abidticos.
Estudos transcriptdmicos realizados por Hu et al. (2017) identificaram a expresséao
de vérios FTs, incluindo o gene MaDREB sob estresse por frio, osmético e salino.

Genes responsaveis pelo estresse podem ser divididos, em duas categorias
principais, de acordo com suas funcbes: 1. genes funcionais codificadores de
proteinas, incluindo genes osmorregulatorios e genes antioxidantes, que
desempenham, principalmente, um papel vital na protecdo de células de lesdo por
estresse; 2. genes reguladores, incluindo genes do fator de transcricdo e genes
quinase, que estdo envolvidos na transducdo de sinalizacdo e regulacédo da
expressao génica (NAKASHIMA, et al., 2014)



3.7 Ferramentas biotecnoldgicas

Dados bioldgicos advindos do conhecimento gendmico sdo relativamente
complexos, em comparagdo aos provenientes de outras areas cientificas, dada a
sua diversidade e ao seu inter-relacionamento. A partir do conhecimento
fundamental do genoma, objetiva-se compreender o conjunto de pecas que atuam
no funcionamento complexo de todo o organismo. Busca-se entender as estruturas
moleculares das proteinas, as interacdes entre varias proteinas, bem como dessas
com as demais moléculas biologicas (DNA, carboidratos, lipidios, etc), as diversas
vias metabdlicas celulares e o papel da variabilidade genética representada pelas
varias formas de cada proteina. Toda essa informacéo disponibilizada pela ciéncia
genbmica tem sido trabalhada por meio das ferramentas de bioinformética
(SANTOS; ORTEGA, 2003).

Ferramentas como a bioinformatica tém sido objeto de intenso interesse, nos
tempos atuais, para a integracdo e desenvolvimento de programas computacionais,
para tratar dados biolégicos pré-existentes e identificar sequéncias de genes,
identificar inibidores enzimaticos, promover o agrupamento de proteinas, estabelecer
arvores filogenéticas e analisar experimentos da expresséo génica (ARAUJO et al.,
2008; GOES-FAVONL, 2016).

Com o aprofundamento do conhecimento do genoma, a andlise da
expressdo de genes tornou-se uma importante ferramenta no campo da pesquisa. A
PCR em tempo real, vem ao encontro do uso dessas ferramentas biotecnoldgicas,
pois permite a deteccao de um dado alvo de &cido nucleico, ou seja, de um gene, de
forma rapida, especifica e sensivel. Gachon et al. (2004) afirmam que a PCR em
tempo real, comparada com a PCR classica, apresenta vantagens, como rapidez
para fornecer dados confiaveis, alta sensibilidade e especificidade.

A técnica da PCR em tempo real, pode ser utilizada em diversas aplicacoes,
tais como quantificacdo do numero de copias de um determinado gene,
contaminagdo de alimentos, identificacAo de organismos geneticamente
modificados, entre outras, fazendo com que seja um dos métodos mais empregados,
para a avaliacdo da expressdo génica, por causa de sua elevada especificidade e
boa reprodutibilidade.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As plantas foram cultivadas, no periodo de junho a outubro, entressafra de
2014, na estagao experimental do Campus Palmas da Universidade Federal do
Tocantins. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em esquema de
parcelas subdivididas. O tratamentos foram constituidos por laminas de irrigacao
que induziram as plantas a déficit hidrico no periodo vegetativo e reprodutivo. Para a
extracdo de RNA, foram utilizadas folhas da cultivar de soja M9144RR, dos
seguintes tratamentos: 25V25R - a cultura sofreu déficit hidrico durante todo ciclo,
sendo irrigada com 25% da ETpc e 100V100R, tratamento em que as plantas néo
sofreram déficit hidrico, sendo irrigadas com 100% da ETpc durante todo o ciclo. A
coleta das amostras se deu em dois estadios fisioldgicos: Vegetativo (V4) e
reprodutivo (R4), sendo congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e
armazenadas no freezer - 80°C, 0 que preservou e viabilizou a sua utilizacdo. Para
cada tratamento e estadio fisioldgico foram coletadas trés repeticbes bioldgicas,
totalizando 12 repeticbes. As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério
de Analises Moleculares (LAM/Saude Humana) da Universidade Federal do

Tocantins.

4.2 Selecao de genes

Foram analisados trés genes, sendo dois relacionados ao déficit hidrico, os
genes GmDREB1 (AW308782) e GmDREB5 (Glymal2g33020) e um relacionado
com o teor de 6leo, 0 gene GmMDGAT3A (Glymal3g17860) (Tabela 1).



Tabela 1 - Sequéncia dos primers dos genes estudados.

Sentido Temperatura .
Nome do Gene N . : Amplicon
Gene Modelo do Sequéncia dos Primers de melting size (bp)
Primer (°C) P
GmB-Actin® GMU60500 F GAGCTATGAATTGCCTGATGG 53.6 118
R CGTTTCATGAATTCCAGTAGC 51.7
Fyves  Cmaiselr g TTCTGTCTTCTGCAAGTGGTG 55.2 92
R GATCCCTCATCCATACATTTCAG 53.0
Glymal3gl7
DGAT3AP 860 F CGAGAAACTTGCCATGTTCC 54.3 140
R GTTTGGCCTTTATCTCTTGCTTT 54.0
GlyDREB1>  AW308782 F CCCTGAGCTCTCATCTTCCTTGG 59.0 240
R ATAGTCCCCAGCCAAATCCT 55.8
Glymal12g33 TTGCCTACTACTACTCCTATATTCA 556
b .
DREBS 020 F TTTCC €l9
R CCTTGAAATACACGGAGCCTTAG 55.4

4.3 Extracdo de RNA total e Sintese de cDNA

O RNA total de folhas de soja (Glycine max (L.) Merril) foi extraido com o uso
do reagente TRIZOL (Invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. Em seguida,
as amostras foram tratadas com o inibidor Turbo DNA-free (Ambion), para a
eliminagdo da DNA residual. A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose
1%. As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro (Nanodrop®)
Espectrophotometer ND-1000) a Azsonm. AS amostras que apresentaram alto grau de
integridade e pureza foram usadas, para a sintese de cDNA, com o Kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). ApGs a sintese de
cDNA, as amostras foram armazenadas no freezer a -20°C até o uso.

4.4 Expressao Génica

Para a andlise da expressdo génica quantitativa por RT-qPCR, foi utilizado o
modelo ABI PRISM 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems), usando SYBR
Green e o cDNA obtido a partir de RNA extraido de folhas de soja.

As condi¢cBes térmicas da reacdo foram dois minutos a 50°C, 10 minutos a
95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e um minuto a 60°C. Os dados

foram coletados e armazenados no programa 7500 Fast Software (Versao 2.3). Para



cada reacdao, foi utilizado 1 yL de cDNA (80ng), 1,5 pL de cada primer e 5,0 yL de
Master Mix SYBR green UDG com ROX (Invitrogen) para um volume final 10,0
pML/amostra. As amostras foram processadas em triplicatas técnicas. Os resultados
foram normalizados, usando CTs (Ciclo Threshold), obtidos pela expressdo dos
genes de referéncia GmB-Actin e FYVE presentes na mesma reacdo. O CT foi
determinado pelo nimero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma
reacdo cruza a linha Threshold. A férmula de Pfaffl foi utilizada para calcular a
expressao relativa (PFAFFL, 2001).

A normalizacao foi realizada utilizando-se a equagéo ACTawvo = CT (gene alvo)
- CT (controle endégeno) e ACTreferencia = CT (gene alvo) - CT (controle endégeno). A
calibracéo foi determinada pela formula Eano®©T@V° e Ereferencia®CTre"recia em que E é 0
valor de eficiéncia do primers utilizado. O calibrador é uma amostra usada como
base para resultados de expressdo comparativa. A quantificacao relativa foi obtida
pela formula Eano®CT8V0/ Ereferencial*CTreferéncia (PEAFFL, 2001).

5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Analise Transcricional no Estadio Vegetativo (V4)

A quantificacdo da expresséao relativa dos genes GmDREB1 e GmDREBS5,
no estadio vegetativo V4, revelou um padrdo interessante, pois, mesmo a cultura
sofrendo com o déficit hidrico, tratamento 25V25R, sendo irrigada com 25% da
ETpc, ndo foi observada diferenca no padrdo de expressdo dos genes estudados
quando comparado com a testemunha (100V100R) (Fig.1 A). Esse resultado pode
estar associado a plasticidade fenotipica da cultura e a relacdo fonte e dreno
observada, no estadio V4, quando a planta conta com apenas trés folhas trifolioladas

completamente desenvolvidas (Fig.1 B).
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Figura 2 - Perfil da expresséo quantitativa relativa por RT-gPCR dos genes GmDREB1 e GmDREB5
em soja no estadio vegetativo (V4). As colunas representam a expressao de transcritos génicos em
folhas de soja. A Expressado quantitativa dos genes GmDREB1 e GmDREBS. B llustragdo do estadio
V4 da cultura da soja. Todos os transcritos génicos foram normalizados pela expressdo de multiplos
genes de referéncia (GmB-Actin e FYVE). Tratamentos: 25V25R, a cultura sofreu déficit hidrico
durante todo o ciclo, sendo irrigada com 25% da ETpc; 100V100R, tratamento em que as plantas nao
sofreram déficit hidrico, sendo irrigadas com 100% da ETpc.

Em trabalho realizado com déficit hidrico em soja, Desclaux & Roumet
(1996) observaram que, no estadio vegetativo V4, a caracteristica mais sensivel a
falta de agua foi o comprimento dos entrends, o que ocasionou uma reducdo na
altura da planta, ao longo da fase. O mesmo foi observado por Nunes et al., 2016,
em seu trabalho, em que caracteristicas como altura da planta e diametro do caule
obtiveram as menores médias nos tratamentos submetidos ao déficit hidrico severo.

Quando o déficit hidrico ocorre, nas fases iniciais de crescimento e
estabelecimento das plantas, ele se torna um fator limitante importante, para o
desenvolvimento da cultura da soja, pois possui um grande potencial de afetar os
processos fisioldgicos e bioquimicos, como a fotossintese, respiracdo, metabolismo
de nutrientes, promotores de crescimento, entre outros (BARBOSA, 2017a; JALEEL
et al., 2009).

Mertz-Henning et al. (2017) observaram que o déficit hidrico induzido,
durante o estagio vegetativo, causa efeito negativo sobre o rendimento, mas pode
ser invertido com chuvas subsequentes. O mesmo foi observado por Gava et al.
(2016), em de que a ocorréncia de déficit moderado e severo, nas fases de
desenvolvimento vegetativo e floragdo e no inicio da frutificagdo, respectivamente,

prejudicaram o crescimento das plantas, mas néo afetaram a produtividade.



Afzal et al. (2014) ressaltam que secas severas, na fase vegetativa, reduzem
0 crescimento da planta e diminuem a é&rea foliar e o rendimento de gréos, fator
abidtico que desencadeia um desequilibrio entre a absorcdo de agua pela raiz e
transpiracéao foliar, 0 que causa uma reducao no crescimento e desenvolvimento das
plantas, trazendo, assim, uma série de adaptacdes fisioldgicas e efeitos prejudiciais
adversos para a cultura, tais como: comprometimento metabdlico da fotossintese,
dano oxidativo, alteragcbes hormonais e acumulo de proteinas relacionadas ao
estresse, 0 que leva a interrupcdes, nos processos fisioldégicos e bioquimicos, nas
vias celulares e moleculares.

Para Barbosa (2017), alteracBes no processo fotossintético podem refletir,
diretamente, em caracteristicas agronémicas, como altura de planta, diametro de
haste e massa seca e fresca da folha e haste. Por causa da reducdo na taxa
fotossintética, as plantas podem apresentar menor producéo de fotoassimilados, que
seriam destinados ao seu crescimento e desenvolvimento, podendo reduzir, assim, a
producdo de sementes. Uma forma de a planta escapar do estresse hidrico é
completar rapidamente seu ciclo vital antes mesmo que seus tecidos atinjam uma
deficiéncia hidrica (BIANCHI; et al., 2016).

Em nivel molecular verifica-se que ndo houve diferenca de expresséo, para
nenhuma das condi¢cdes e genes estudados, mas Medina et al., (2019) observaram
diferenca significativa na expressao dos genes DREB1 e DREB2, em plantas de
trigo em estadios de desenvolvimento, quando submetidos ao déficit hidrico,
sugerindo um importante papel na integracdo das respostas das plantas as
condicBes de crescimento e na corregulacdo com o transporte de agua.

Hoekstra et al. (2001) afirmam que, durante o déficit hidrico, diferentes
mecanismos de protecdo sao ativados, agindo em diferentes estagios. Em
decorréncia, uma rede de genes envolvidos, na defesa da planta é ativada, mas a
ativacdo desses genes esta associada a diferencas nas caracteristicas estomaticas
e fisiolégicas entre variedades tolerantes e suscetiveis (JANGALE et al., 2019). Uma
caracteristica fisiologica, observada por Shi et al. (2017), foi a de que, com a
expressédo do gene DREBL1, ocorreu a inibicdo do crescimento, caracteristica que
nao foi observada por Feng et al. (2019), quando nenhuma inibicdo do crescimento
foi verificada com a expressdo do gene ZJDREB1.4 na fase de crescimento

vegetativo.



Para Bergamaschi et al. (2006), a ocorréncia do déficit hidrico, durante o
periodo vegetativo, reduz o crescimento, mas, durante o periodo vegetativo, ndo se
tem a formacdo dos componentes do rendimento, logo os efeitos sobre a producéo
de gréos sao reduzidos posteriormente. As condi¢des hidricas podem vir a tornar-se
favoraveis, trazendo assim niveis satisfatérios de rendimento de graos; o mesmo foi
observado por Gava et al. (2016a), em que, mesmo com déficit hidrico, na cultura da
soja nas fases fenologicas de desenvolvimento vegetativo, floracdo ao inicio da

frutificacdo e maturacdo, componentes de producao, podem nao ser afetados.

5.2 Analise Transcricional no Estadio Reprodutivo (R4)

Quanto a andlise da expressdo dos genes GmDREB1 e GmDREB5, no
estadio reprodutivo R4, foram observados maiores niveis de expressdo, para as
plantas, que foram submetidas ao déficit hidrico (25V25R). Quando analisados os
genes individualmente, observou-se que 0 GmDREB1 teve um aumento, nos niveis
de expressdo de quatro vezes, quando comparado a testemunha (100V100R); ja o
gene GmDREBS chegou a um incremento de oito vezes (Figura - 2 A). Essa reposta
pode estar associada aos mecanismos moleculares que a planta ativa, para lidar
com o déficit hidrico, em um estadio (R4) crucial do desenvolvimento, pois as vagens
ja estdo completamente desenvolvidas e a planta necessita de uma maior

disponibilidade de agua (Figura - 2 B).



(C) (D)

DREB1 DREBS

Can & &
o
R
&b
Kl

Figura 3 - Perfil da expresséo quantitativa relativa por RT-gPCR dos genes GmDREB1 e GmDREB5
em soja no estadio reprodutivo (R4). As colunas representam a expressao de transcritos génicos em
folhas de soja. A Expresséo quantitativa dos genes GmDREB1 e GmDREBS. B llustragdo do estadio
R4 da cultura da soja. Todos os transcritos génicos foram normalizados pela expressao de multiplos
genes de referéncia (GmB-Actin e FYVE). Tratamentos: 25V25R, a cultura sofreu déficit hidrico
durante todo o ciclo, sendo irrigada com 25% da ETpc; 100V100R, tratamento em que as plantas nao
sofreram déficit hidrico, sendo irrigadas com 100% da ETpc.

Dependendo do momento, em que ocorre o estresse hidrico, a planta de
soja responde de maneiras diferentes. Quando o0 estresse ocorre no inicio da
floracdo, a planta reduz o numero de vagens; quando a falta de agua tem inicio,
apos a floracédo e durante o periodo de floracdo, ocorre uma reducdo no numero de
vagens por planta e também no tamanho das sementes. Souza et al., (2013)
observaram que, quando o estresse hidrico ocorre, no estadio de desenvolvimento
R5, as caracteristicas afetadas sdo o niumero de gréos por vagem e 0 peso dos
grdos, o mesmo observado por Nunes et al. 2016, cujas caracteristicas
agronbmicas, como altura de insercdo de primeira vagem, niumero de vagens por
planta, apresentaram as menores médias, quando submetidas ao estresse hidrico
severo, durante todo o ciclo. Resultados de trabalho feito por Souza et al., (2013)
mostraram que, quando o déficit hidrico ocorre no inicio da floragdo (R1) e no
momento em que as vagens estdo completamente desenvolvidas (R4), a producao
de sementes é reduzida, significativamente, quando comparada com a fase em que

0 gréo esté cheio ou completo (R6) e inicio da maturagéo (R7).



Uma das reagfes da planta a condigBes extremas € o menor crescimento e
aceleracdo do processo reprodutivo, reacdes que, especialmente, estéo
relacionadas com alta temperatura do ar e pouca disponibilidade hidrica, pois,
estando a planta sob alta temperatura e condi¢Ges hidricas desfavoraveis, ocorre
acentuacéao no processo de respiracao (EMBRAPA, 2011).

Medina et al. (1997) observaram que cultivares de soja reduziram os dias,
para a maturacdo, quando foram semeadas em época tardia, fato também
observado por Amorim et al. (2011), que também verificaram o efeito de variacbes
climaticas, tais como temperatura e precipitacdo no numero de dias para a
maturacdo. A necessidade de agua aumenta, durante o desenvolvimento da cultura,
atingindo o maximo no periodo de floracdo/enchimento de graos. Neste periodo, a
planta necessita de sete a oito mm dia!, decrescendo logo apds essa etapa do ciclo.
O estresse hidrico, neste periodo, pode ocasionar problemas fisiol6gicos graves que
ocasionam queda prematura de folhas e consequente reducdo de produtividade
(GAVA, 2014).

A diferenca, no padrdo de expressao analisado com os genes GmDREB1 e
GmDREBS relacionados a resposta a seca, ilustra como um ou mais mecanismos
podem ser ativados, para lidar com o déficit hidrico, durante o periodo em que a
planta mais necessita da disponibilidade de agua. Uma relacéo fisiologica que pode
ser observada, na cultivar M 9144 RR, em condicbes de estresse, é o fato do
fechamento dos estdbmatos que, provavelmente, ocorre como um mecanismo para
manter a 4gua na célula. A explicacdo, para o fechamento estomatico, durante o
estresse hidrico, depende do fito-horménio ABA, que é visto como uma pedra
angular da funcdo estomatica, porque tem se mostrado um gatilho que aciona
respostas a canais de membranas de células-guarda e transportadores, que causam
uma reducdo no turgor de células-guarda, fechando, assim, os estdmatos (BAUER
et al., 2013).

Fuganti-Pagliarini et al. (2017) afirmam, em resultado obtido, que genes
relacionados a deficiéncia hidrica mostraram maior expressdo, em condi¢cdo de
seca, mostrando que as plantas podem alterar o metabolismo, em resposta a esta
circunstancia ambiental adversa, visando a diferentes mecanismos, como
sobrevivéncia e produtividade.

Stolf-Moreira et al. (2010) verificaram, em experimento, com cultivares de

soja, o0 aumento de duas a trés vezes na expressdo do gene GmDREB1, quando



submetidas ao déficit hidrico, em relacdo a testemunha e destaca que alguns genes
sao induzidos por estresse e codificam produtos que podem conferir tolerancia a
condi¢cbes adversas. Zhou et al. (2018) observaram grande numero de genes tendo
diferentes expressdes, em diversas vias, indicando que a soja emprega mecanismos
complexos para lidar com o déficit hidrico.

Marcolino-Gomes et al. (2013), em trabalho com soja, identificaram padréo
diferente, na expressédo do gene GmDREBS5, em tecidos radiculares e foliares, que
teve maior expressao nas folhas que nas raizes de ambas as cultivares estudadas.
Le et al. (2012) observaram que dois genes em soja que codificam ortdlogos de
Arabidopsis DREB1A e DREB1D da familia AP2_EREBP e ZAT10 / STZ da familia
C2H2_Zn foram induzidos em folhas, no estadio vegetativo, mas ndo em folhas no
estadio reprodutivo, acreditando que esses FTs possam estar envolvidos, na
regulacdo de resposta ao déficit hidrico, durante o crescimento vegetativo.

Em estudos com déficit hidrico em maca, Yang et al. (2011) observaram que
o0 gene MbDREB1, que codifica o FTs do tipo DREB1, apresentou superexpressao,
guando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico, mostrando, assim, um
aumento a tolerdncia ao frio, & seca e ao alto estresse salino. Esses dados
demonstram que o déficit hidrico desencadeia respostas tanto conservadas, quanto
especificas, que ativam varios genes, dependendo dos estadios de desenvolvimento

e/ou intensidade do déficit hidrico.

5.4 Andlise Transcricional no Estadio Vegetativo (V4) e Reprodutivo (R4) do
gene DGAT3A
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Figura 4 Perfil da expressdo quantitativa relativa por RT-qPCR do DGAT3A em soja no estadio
vegetativo (V4) e reprodutivo (R4). As colunas representam a expressao de transcritos génicos em
folhas de soja. Todos os transcritos génicos foram normalizados pela expressdo de multiplos genes
de referéncia (GmB-Actin e FYVE). Tratamentos: 25V25R, a cultura sofreu déficit hidrico durante todo
o ciclo, sendo irrigada com 25% da ETpc; 100V100R, tratamento em que as plantas ndo sofreram
déficit hidrico, sendo irrigadas com 100% da ETpc.

As andlises de expressdo do gene DGAT3A ndo apresentaram diferenca
significativa para nenhuma das condi¢cdes. Uma resposta, para esse resultado, seria
gue genes DGATL1, DGAT2, DGAT3 e WS / DGAT codificam enzimas com uma
funcdo comum na formacdo TAG, porém podem ter padrbes de expressao
divergentes, em diferentes espécies e em diferentes 6rgdos e tecidos dentro da
mesma espécie (TURCHETTO-ZOLET et al., 2016).

Hernandez et al. (2012) afirmam que o gene DGAT3, geralmente, é
expresso em tecido vegetativo, particularmente, no desenvolvimento de mudas,
enquanto sua expressdo no desenvolvimento de sementes ndo é comum entre
plantas oleaginosas. A DGAT sollvel de mamona (RCDGAT3) tem sua expressao,
durante o desenvolvimento de sua semente, na fase S2, quando a semente esta
totalmente expandida (CAGLIARI et al., 2010). Dados do transcriptoma de mamona
mostram que a expressdo da DGAT3 é relativamente maior em folhas que nos
outros tecidos (BROWN et al.,, 2012). Resultado parecido foi obtido em tungue
(Vernicia fordii), em que se verificou que esta enzima & mais expressa em flores e

folhas que em sementes (CAO et al., 2013).



J& Hovav et al. (2015) encontraram maior expressdo do gene DGAT3, em
relacdo aos genes DGAT1 e DGAT2, em semente de algoddo e acreditam que o
gene DGAT3 tenha contribuicdo Unica para uma rota alternativa de incorporacéo de
FAs em TAG. O mesmo foi visto por Rosli et al. (2018), acreditando que exista a
possibilidade de que o EgDGATS3 tenha uma funcao similar ao EgDGATL1 e esteja
envolvido na biossintese do TAG.

6. CONCLUSAO

1. As andlises de expressdo dos genes GmMDREB1 e GmDREB5 mostraram que o
estresse hidrico sofrido pela cultivar durante todo o ciclo teve maior expressao no
estadio reprodutivo, evidenciando mecanismos que podem ser ativados para lidar
com o déficit hidrico durante o periodo em que a planta mais necessita da

disponibilidade de agua.

2. A expressao do gene DGAT3A nao mostrou o padrdo esperado para nenhum

dos tratamentos e estadios fenoldgicos da cultura.
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