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SILVA, Jodo Vitor. Superexpressao de ortélogos ao AZAREBI e aplica¢do exogena de
acido abscisico em soja sob déficit hidrico. 2026. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia — Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2025.

Resumo

Na safra 2025/2026 o Brasil lidera a produ¢ao mundial de soja (Glycine max) com,
aproximadamente, 178 milhdes de toneladas, representando 42% do total global. Apesar
dos dados positivos, ¢ comum haver redugdes na produtividade em fungao de periodos de
déficit hidrico, principalmente durante os estidgios de formagdo dos componentes de
rendimento. As projegdes climaticas indicam um cenario de aumento da frequéncia e
intensidade de periodos de seca, reforcando a necessidade de estratégias de melhoramento
voltadas a tolerancia ao déficit hidrico. Nesse contexto, a superexpressao de genes
envolvidos com a tolerancia ao déficit hidrico, relacionados a via do horménio Acido
Abscisico (ABA), representa uma importante estratégia. A superexpressao do fator de
transcri¢do AtAREBI de Arabidopsis thaliana na linhagem transgénica de soja 1Ea2939
promoveu o aumento da sensibilidade das plantas ao ABA, causando o fechamento dos
estomatos, reducdo do crescimento da planta e sintese de enzimas que protegem as plantas
contra o estresse osmotico. Contudo, cultivares transgénicas enfrentam restrigdes
regulatorias, com necessidade de demorados e onerosos estudos de biosseguranca, o que
torna relevante o estudo de genes ortdlogos nativos do genoma do organismo alvo. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo compreender os efeitos do ABA nos mecanismos
de resposta a seca em soja por meio da geracao de plantas transgénicas superexpressando
ortdlogos do gene AtAREBI, pela atualizagdo do background genético da linhagem
1Ea2939 e por meio da aplicacdo exdgena de ABA em plantas de soja. A transformagao
genética da cultivar elite BRS 573 via Agrobacterium tumefaciens resultou em eficiéncias
de 2,61%, 1,79% e 1,24% para as construgdes contendo o gene AtAREBI, e seus
potenciais ortdlogos, Glyma.04G039300 e Glyma.06G040400, respectivamente. Esses
valores sdo compativeis com os encontrados na literatura para cultivares elite. A obtencdo
de eventos transgénicos na cultivar BRS 573 representou a atualiza¢do do background
genético da linhagem tolerante a seca 1Ea2939 para uma base de maior potencial
produtivo. Visando determinar os efeitos da aplicagdo exodgena de ABA sobre respostas
fisiologicas e agrondmicas da cultura sob déficit hidrico, foi avaliada a aplicacdo exdgena
de ABA nas doses de 50, 100 e 200 uM via radicular na cultivar BR 16 e na linhagem
1Ea2939 submetidas ao déficit hidrico nos estadios fenoldgicos R1 e RS. Foi observada
redu¢do temporaria da condutancia estomdtica e da fotossintese, com respostas
dependentes da dose e do gendtipo. A linhagem tolerante 1Ea2939 apresentou menor
sensibilidade a reducdo da fotossintese apds a aplicagdo de ABA quando comparada a
cultivar suscetivel BR 16, indicando maior estabilidade fisioldgica associada a ativagao
constitutiva da via mediada por AREBI. Em ambos os gendtipos, os efeitos do ABA
exdgeno foram transitorios, com recuperagdo fisiologica apos alguns dias, sugerindo
absor¢do e degradacdo do fitormonio no substrato. Os resultados indicam que a
modulagdo fisioldgica promovida pelo ABA demonstrou ser uma estratégia promissora
para o aumento da tolerancia da soja ao déficit hidrico, resultando na preservagdo da
biomassa de vagens e graos na cultivar sensivel sob restri¢ao hidrica.

Palavras-chave: Glycine max; Fator de transcri¢do; Mudangas Climaticas; Seca;
Fitormonios.



SILVA, Joao Vitor. Overexpression of AtAREBI orthologs and exogenous
application of abscisic acid in soybean under water deficit. 2026. 69 f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia — Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de
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Abstract

In the 2025/2026 season, Brazil leads global soybean (Glycine max) production with
approximately 178 million tons, representing 42% of the world total. Despite these
positive figures, productivity losses due to water deficit periods are common, particularly
during the developmental stages of yield components. Climate projections indicate a
scenario of increased frequency and intensity of droughts, reinforcing the need for
breeding strategies focused on drought tolerance. In this context, the overexpression of
genes involved in water deficit tolerance related to the Abscisic Acid (ABA) hormonal
pathway represents an important strategy. The overexpression of the Arabidopsis thaliana
transcription factor AtAREB]I in the 1Ea2939 transgenic soybean line promoted increased
plant sensitivity to ABA, causing stomatal closure, reduced plant growth, and the
synthesis of enzymes that protect plants against osmotic stress. However, transgenic
cultivars face regulatory restrictions requiring long and costly biosafety studies, which
underscores the importance of studying native orthologous genes within the target
organism's genome. Thus, this study aimed to understand the effects of ABA on drought
response mechanisms in soybean through the generation of transgenic plants
overexpressing orthologs of the AtAREBI gene, the update of the genetic background of
the 1Ea2939 line, and the exogenous application of ABA in soybean plants. Genetic
transformation of the elite cultivar BRS 573 via Agrobacterium tumefaciens resulted in
efficiencies 0f 2.61%, 1.79%, and 1.24% for constructs containing the AtAREBI gene and
its potential orthologs, Glyma.04G039300 and Glyma.06G040400, respectively. These
values are consistent with those found in the literature for elite cultivars. Obtaining
transgenic events in the BRS 573 cultivar represented an update of the genetic background
of the drought-tolerant line 1Ea2939 to a base with higher yield potential. To determine
the effects of exogenous ABA application on the crop's physiological and agronomic
responses under water deficit, root-zone applications of ABA at doses of 50, 100, and 200
uM were evaluated in the BR 16 cultivar and the 1Ea2939 line subjected to water deficit
at the R1 and R5 phenological stages. A temporary reduction in stomatal conductance
and photosynthesis was observed, with responses depending on both dose and genotype.
The tolerant line 1Ea2939 showed lower sensitivity to photosynthesis reduction following
ABA application compared to the susceptible cultivar BR 16, indicating greater
physiological stability associated with the constitutive activation of the AREB1-mediated
pathway. In both genotypes, the effects of exogenous ABA were transient, with
physiological recovery occurring after a few days, suggesting uptake and degradation of
the phytohormone in the substrate. The results indicate that the physiological modulation
promoted by ABA is a promising strategy for increasing soybean tolerance to water
deficit, resulting in the preservation of pod and grain biomass in the sensitive cultivar
under water restriction.

Keywords: Glycine max; Transcription factor; Climate change; Drought;
Phytohormones.



SUMARIO

1. INTRODUGCAQ GERAL ...uueeeeeeereeerenesenesesesssssesessssssssessssssssssssessssssssssssassssses 9
Lol OBIETIVOS ..ttt ettt ettt ettt ettt et e s bt e s bt esbaeesneees 10
L.1.1. ObBJetiVO GEIAl ..occeeieieiieeiee ettt e e e e eaaeas 10
1.1.2. ODbjetivos ESPECITICOS ....ooiviiiiiiiieiieeie ettt 11
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ooeuereurrrnsersenssssessssssssssassssssssssessssssssssssssses 12
2.1. SOJA: HISTORICO E MELHORAMENTO ....ccuevutiniieieniieniieieeieesieeseseesieenseeneesneenees 12
2.2.  PANORAMA ECONOMICO DA SOJA.....coooiiiiiiniiiiiieiteteeeeee e 13
2.3.  EFEITOS DO DEFICIT HIDRICO .....cootiiiiiiiiiieiieiieieeie e 14
2.4.  MUDANCAS CLIMATICAS E FUTURO DA CADEIA PRODUTIVA.......ccccuveeeeeireeenns 16
2.5.  ACAODO ABA SOB ESTRESSE OSMOTICO .....cceeeeiieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeernees 17
2.6. A CASCATA DE REGULACAO TRANSCRICIONAL INDUZIDA POR ABA.................. 19
2.7. O FATOR DE TRANSCRICAO ATAREBI ......cccovooeeeeeiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeieeee e 20
2.8. ORTOLOGOS AO GENE ATAREBI EM SOJA ....cooiuiiiiiiiiiiiiesee et 21

CAPITULO 1. SUPEREXPRESSAO DE ORTOLOGOS AO AtAREBI EM SOJA

E ATUALIZACAO DE BACKGROUND DA LINHAGEM 1EA2939...........cooenne.. 24
3. INTRODUCAO .24
4. MATERIAL E METODOS ......cvveteseesuessessessessessesssssssssssessessessessessessessssasses 26
4.1.  CONSTRUCAO DOS VETORES .....cutututtrurerererueeresesesesesesesssesssesessseseseessesssennnesesennsane 26
4.2. TRANSFORMACAO E MULTIPLICACAO DE PLANTAS DE SOJA.....uuuuueeeeeeeereeeeeeenennnns 27
4.2.1. Cultivo De Agrobacterium tumefaciens ...............ccoceevveveeeerveenieesenseeneeneennen. 27
4.2.2. Preparo Dos Explantes De Soja Para Transformacao...........cccceeeeverieneeicnnene 27
4.2.3. Infeccdo Dos EXPIantes ........ccceevuieriieiiieiiieiieeeeeee e 28
4.2.4. Regeneracio E SeleCA0......cciiiiiiiiiiiieiieeie et 28
4.2.5. ACHMALIZAGAO .....vvveeieiriieeeeiieie ettt e et e e e e et e e e e eeaeeeeeeaaeeeeeetareeeeeeareeeeens 29

4.2.6. Identificagdo De Plantas TranSgenicas ..........cceevueerveerieesiienieeiienieeieesieeeeeees 30



5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ....ucoiieeereresssessssssssssssssssssssssssssssssssssonssnsases 31

6. CONCLUSAO ..35

CAPITULO 2. APLICACAO EXOGENA DE ACIDO ABSCISICO EM SOJA SOB

DEFICIT HIDRICO: RESPOSTAS FISIOLOGICAS E AGRONOMICAS ........ 36
7. INTRODUCAO .36
8. MATERIAL E METODOS .....eoueveeeresuessessessessessessessesssssessessessessessessessssseses 38
8.1.  CONDICOES DE CULTIVO ....cettittiuieeeeeeeiteeeeeeeeeee ittt e e e eeeteeaaaeseeeeesesasnnnnnss 38
8.2. AVALIACOES FISIOLOGICAS E AGRONOMICAS .....ceoviiiiiieeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenens 38
8.5.  ANALISE ESTATISTICA .....uviiiiiiieiiee ettt et eare e e 39
9. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......oteererressessessesssssssssessessessessessessessessssasses 40
10. CONCLUSAO .53
11.  CONSIDERACOES FINAIS ......ccoocereeerereereresesessssesssssssssssesssssssssssesssssesssseses 54
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 55
ANEXOS ...uvereerrrresressessessens 64
ANEXO A - Procedimentos para preparo do meio LB Liquido......c..cccccevveviininncnnene. 64

ANEXO B - Procedimentos para preparo do meio de Co-Cultivo Liquido (CCM)...... 64
ANEXO C - Procedimentos para preparo do Meio de Germinagao (MQG).................... 65
ANEXO D - Procedimentos para preparo do Meio de Co-Cultivo Sélido (CCM) ....... 65

ANEXO E - Procedimentos para preparo do Meio de Indugdo de Multibrotamento 1
(SIIMIT) ettt ettt ettt sttt ettt 66

ANEXO F - Procedimentos para preparo do Meio de Indugdao de Multibrotamento 2
(SIM2) - Com agente SEIETIVO ...ccviieeiiieeiieeeiie ettt 66

ANEXO G - Procedimentos para preparo do Meio de Alongamento (SEM)................ 67
ANEXO H - Procedimentos para preparo do meio Meio de Enraizamento (RM) ........ 67

ANEXO I — Ajustes De Regressao Para Os Pardmetros De Condutancia Estomatica E

Fotossintese Em Funcdo Das Doses De Acido ADSCISICO ....evevvrveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeen. 68



1. INTRODUCAO GERAL

O grao de soja [Glycine max (L.) Merrill] ¢ uma das principais commodities
produzidas mundialmente, sendo direcionado, principalmente, para a alimentacao
humana e animal e para a produ¢do de biocombustiveis, além do potencial de uso em
diversos outros setores agroindustriais. Na safra 2025/2026 o Brasil lidera a produgao
mundial de soja com uma produc¢do estimada em 178 milhdes de toneladas, cerca de 42%
do total produzido mundialmente neste periodo (USDA, 2026).

Apesar dos dados positivos, ¢ comum a ocorréncia de reduc¢des na produtividade
da soja em fungdo de periodos de déficit hidrico. Em comparagdo com outras culturas de
graos como o milho, a soja apresenta uma tolerancia relativamente maior a escassez de
agua durante sua fase vegetativa. No entanto, ela ¢ muito sensivel ao estresse hidrico
durante a fase reprodutiva, quando ha a formagdo dos componentes de rendimento,
especificamente o florescimento (R1-R2) e o enchimento dos graos (R5-R6) (Sentelhas
etal.,2015).

Um estudo realizado pela Embrapa, utilizando dados da CONAB (Companhia
Nacional de Abastecimento) e Ipea (Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada), estimou
que os estados do Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul
obtiveram, em conjunto, um prejuizo causado pela seca de US$14,9 bilhdes na safra
2021/2022 (Embrapa, 2023). As projegdes para a producdo de soja no Brasil,
considerando o contexto do aquecimento global, apontam para um cendrio de aumento
da frequéncia de periodos de seca, o que pode resultar em impactos mais graves nas
plantacdes, além das perdas historicas causadas por veranicos (Kothari et al., 2022).

Em plantas de soja, o déficit hidrico resulta em redugdes significativas quanto ao
nimero de vagens, peso € numero de grdos e na propor¢do de matéria seca. Entre os
fatores desencadeados pela falta de 4gua que corroboram para tal resultado, destacam-se:
a redugdo na atividade de enzimas que atuam no metabolismo de nitrogénio, além da
regulagdo negativa de genes ligados ao metabolismo desse nutriente. Essas mudangas
acarretam em queda na eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio, o que leva a uma diminui¢do
no conteudo de nitrogénio e, consequentemente, a um acumulo de nitrato (Du et al.,
2020).

A baixa disponibilidade de 4gua para as plantas, geralmente, esta associada a

fatores como a alta radiacdo solar e temperaturas elevadas; relagdo esta que pode levar a
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formagao de compostos oxidativos capazes de danificar as células vegetais, resultando
em um declinio no desenvolvimento da planta (Thomas; Costa, 2010).

Um dos principais fatores de remediagdo ao estresse abidtico € o acido abscisico
(ABA), hormonio capaz de atuar direta e indiretamente nos processos fisiologicas das
plantas afetadas pela indisponibilidade hidrica. O efeito direto desse fitormdnio se baseia,
principalmente, na regulacdo da condutincia estomatica, sendo capaz de fechar os
estomatos para reduzir a perda de dgua por transpiragado e evitar a cavitagao, por exemplo
(Taiz et al., 2017; Taiz; Zeiger, 2004; Netting, 2000). Além disso, o ABA atua como
regulador da acdo do etileno, mitigando a acao desse na zona radicular, portanto, evitando
a senescéncia dessas estruturas (Spollen et al., 2000).

Quanto ao seu efeito indireto, o acimulo de ABA ativa uma via de transdugao de
genes envolvidos na atenuag¢do dos efeitos prejudiciais ocasionados pelo estresse
osmotico e outras condig¢des abidticas (Cutler et al., 2010; Taiz et al., 2017; Umezawa et
al., 2010). Entre os genes ativos pela via de regulagdo mediada por ABA, esta o fator de
transcricdo AtAREBI, o qual ¢ envolvido na resposta da planta ao estresse hidrico e na
adaptacao fisioldgica, desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia das plantas sob
condi¢des de déficit hidrico por meio do aumento da transcricdo de genes traduzidos em
proteinas atenuadoras do estresse osmotico (Fujita et al., 2005).

Dessa maneira, o presente estudo foi dividido em dois capitulos a fim de
compreender e avaliar a influéncia do hormonio ABA nos mecanismos de resposta a seca
em soja. O primeiro capitulo teve por objetivo gerar plantas transgénicas de soja
superexpressando os genes candidatos a ortologos do gene AtAREBI em soja, além de
realizar uma atualizagdo do background genético da linhagem 1Ea2939. O segundo
capitulo, teve por objetivo avaliar a influéncia da aplicacdo exodgena de ABA nas

respostas fisiologicas e agronomicas da soja.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo Geral

Compreender os efeitos do ABA nos mecanismos de resposta a seca em soja por
meio da geragdo de plantas transgénicas superexpressando ortélogos do gene AtAREBI,
pela atualizagdao do background genético da linhagem 1Ea2939 e por meio da aplicacao

exdgena de ABA.
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1.1.2. Objetivos Especificos

Obter vetores para superexpressdo dos genes de soja (Glyma.04G039300 e
Glyma.06G040400) ortologos ao fator de transcrigdo AtAREBI de Arabidopsis
thaliana;

Obter plantas transgénicas de uma cultivar elite de soja expressando o gene
AtAREBI,

Obter plantas transgénicas de soja com aumento na expressdo dos genes
(Glyma.04G039300 e Glyma.06G040400) ortdlogos ao AtAREBI,

Identificar, por PCR, a inser¢do dos genes Glyma.04G039300, Glyma.06G040400

e do gene AtARERBI nas plantas obtidas através da cultura de tecidos;
Avaliar o efeito da aplicagdo exogena de ABA nas respostas fisiologicas e

agrondmicas da soja sob déficit hidrico no periodo reprodutivo.
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SoJA: HISTORICO E MELHORAMENTO

Nativa da China, estima-se que a soja [Glycine max (L.) Merrill] tenha sido
domesticada por volta de 6.000 a 9.000 anos atras (Carter-Junior et al., 2004). Os
primeiros registros de experimentos realizados com soja no Brasil remontam ao século
XIX, quando um agricultor da Bahia iniciou o cultivo. No ano de 1891, o Instituto
Agronomico do Estado de Sao Paulo (IAC) iniciou seus testes com essa planta, sendo
expandidos para o Rio Grande do Sul. O plantio visando o melhoramento genético de soja
teve inicio na década de 1920, na Estagdo Experimental de Sao Simao - SP, onde
ocorreram os primeiros testes com hibridacdes e selecdo, assim gerando as primeiras
cultivares. O cultivo comercial da soja no Brasil foi realizado primeiramente no Rio
Grande do Sul, no ano de 1914, sendo que o interesse econdmico comegou a ser
demostrado a partir de 1940. Por conta das exigéncias climaticas das cultivares obtidas
através do material estadunidense, a produ¢do nesse periodo permaneceu limitada ao Sul
do pais (Calvo; Kiihl, 2006).

A partir da década de 60, a cultura da soja comecgou a demostrar maior importancia
econdmica, passando a ser empregada na entressafra do trigo, a principal planta cultivada
no Sul nesse periodo. Outro fator que alavancou a popularidade da cultura foi o aumento
na produgdo de suinos e aves, que aumentou a necessidade do farelo de soja para a
alimentacao desses animais. Por volta de 1970, por conta da valorizagdo do grao de soja,
estudos visando a adaptacdo dessa cultura aos ambientes brasileiros passaram a receber
maior investimento. Em virtude da demanda por tecnologia, em 1975, a Embrapa Soja
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/Centro Nacional de Pesquisa de Soja) foi
fundada. A adaptacdo da soja a regides tropicais foi um dos maiores avangos alcangados
pela pesquisa brasileira. Isso foi possivel gracas a introdugdao do gene da juvenilidade
longa na soja, fator de extrema importancia para obtengao de cultivares adaptadas a baixas
latitudes, possibilitando o cultivo no Centro-Oeste do pais (Mertz-Henning;
Nepomuceno, 2024).

ApO6s a sancdo da Lei de Protecdo de Cultivares (Lei n° 9.456, de 25 de abril de
1997), empresas privadas passaram a também trabalhar com o melhoramento,
impulsionando a area de pesquisa e desenvolvimento. A chegada da tecnologia de

transgenia ao Brasil ocorreu em 1998, com a soja RR (Roundup® Ready) com a introducio
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de um gene bacteriano que confere tolerancia ao herbicida glifosato, o que facilitou o
manejo de plantas espontaneas nas lavouras (Calvo; Kiihl, 2006; Mertz-Henning;
Nepomuceno, 2024). A partir de entdo, diversos outros eventos obtidos por transgenia
vieram sendo aprovados, contando com modificagdes como a resisténcia a um ou mais
herbicidas, a capacidade de sintese de proteinas Cry para o controle de insetos ou
tolerancia ao estresse hidrico, por exemplo (Brasil, 2024). Com a ascensao de tecnologias
que possibilitam a edi¢do genomica, como CRISPR/Cas, estd sendo possivel obter
avangos com linhagens de soja que apresentam qualidade de oOleo elevada, resisténcia
patogenos e tolerancia estresse abidtico, entre outros (Fu et al., 2022; Gao et al., 2024;

Melo et al., 2023; Yao et al., 2023).

2.2. PANORAMA EcoNOMICO DA SoJA

O grao de soja ¢ uma das principais commodities produzidas mundialmente,
direcionado a trés principais segmentos agroindustriais, a alimentagdo humana e animal
e a producao de biocombustiveis. No caso da alimenta¢ao humana, pode-se citar diversos
produtos provenientes dessa leguminosa, como o 6leo de soja, a farinha de soja, utilizada
na industria de panificacdo, o leite de soja (extrato proteico de soja) e a proteina isolada
de soja, importantes alternativas na nutricdo de pessoas lactointolerantes, a proteina
texturizada de soja (PTS) e o tofu (queijo de soja), muito consumidos pelo publico
vegetariano, o molho shoyu, o miss6 (pasta de soja), entre diversos outros. Para a
alimentacdo animal, o farelo ou torta de soja pode ser aproveitado para a formulagdo de
ragcdes para bovinos, equinos, aves, peixes, pets, etc; podendo também ser utilizado
diretamente na alimentagdo de algumas espécies ou na produgdo de silagem. Além dos
principais destinos citados, a soja possui empregabilidade para inimeras outras fungdes.
O acido oleico é utilizado na sintese de lubrificantes automotivos, sabdes e sabonetes,
enquanto a lecitina aplicada como emulsionante na fabricacdo chocolates, cosméticos e
farmacos (Boschiero, 2023).

Na safra 2025/2026 o Brasil ocupa a lideranga do ranking mundial de paises
produtores de soja, com uma producdo estimada em 178 milhdes de toneladas, cerca de
42% do total produzido mundialmente neste periodo, seguido pelos Estados Unidos
(27%), Argentina (11%), China (5%), Paraguai (3%), India (2%), Russia (2%), Canada
(2%), Ucrania (1%), e Bolivia (1%) (USDA, 2026). Dessa producao, um total de 127,406

milhdes de toneladas produzidas pelo Brasil foram exportados na forma de grao (104.798
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Mt), farelo (21.295 Mt) e 6leo (1.313 Mt), enquanto o consumo total foi de 84.313
milhdes de toneladas, sendo que desse consumo a parcela de 55.811 Mt se deu em grao,

18.581 Mt na forma de farelo € 9.921 Mt em 6leo (Abiove, 2025).

2.3. EFEITOS DO DEFICIT HIDRICO

A agua representa cerca de 90% do peso total da planta de soja e outras herbéceas,
sendo necessaria em diversos processos bioquimicos e fisioldgicos, atuando como
solvente no carreamento de minerais, gases e outros compostos. Além disso, a agua atua
na regulagdo térmica por meio do mecanismo de transpiracao (Costa, 2001). A escassez
de dgua durante o desenvolvimento da soja ¢ a principal limitagdo a manifestagdo do real
potencial de produtividade da cultura, apresentando-se como um dos fatores que mais
contribuem na inconstancia de valores de produgdo obtidos na comparagao entre safras
(Embrapa, 2020).

A desidratagao celular acarretada pelo déficit hidrico afeta negativamente diversos
mecanismos fisioldgicos basicos. Com isso, o potencial hidrico (%) do apoplasto diminui
a ponto de ficar menor que o do simplasto, reduzindo assim o turgor celular. O aumento
da resisténcia hidraulica ¢ favorecido, diminuindo a pressdo nos vasos condutores, o que
pode levar a cavitacdo, que afeta de forma negativa a absor¢do de nutrientes. Em
decorréncia dos efeitos primadrios, consequéncias secundarias adversas podem ser
desencadeadas, entre as quais podem ser apontadas: a redugdo da expansdo celular,
abscisdo foliar, o maior direcionamento do carbono para formagdo radicular, a
citotoxicidade i0nica, citorrise, a desestabilizacdo de membranas e de proteinas e, em
casos mais severos, a morte celular. Por conta da dissociacdo funcional entre os
fotossistemas ocasionada pela desidratacdo, os elétrons livres gerados pelos centros de
reagdo ndo sdo direcionados pelas moléculas de NADP", resultando na formagdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que atuam como inibidores da sintese proteica,
oxidam pigmentos fotossintéticos e podem levar a peroxidagao dos lipideos de membrana
(Taiz et al., 2017).

Outro mecanismo desencadeado pelo estresse hidrico € a sintese € acumulagdo de
acido abscisico (ABA), responsavel por, em primeiro momento, impulsionar o
fechamento estomatico, o que reduz as trocas gasosas. A principal finalidade do
fechamento dos estomatos ¢ evitar o fenomeno de cavitagdo nos vasos condutores, que

pode provocar prejuizos ligados a conducgdo de dgua e, por consequéncia, a transpiragao
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e translocacdo de minerais e metabdlitos. A reducdo na transpiracdo também ¢&
proporcionada pelo fechamento dessas estruturas, porém, ¢ um efeito secunddrio, ja que
o aumento da tensdo de agua no xilema também ¢ capaz de provocar o fechamento
estomatico (Netting, 2000; Taiz et al., 2017). Apesar da menor perda de 4gua ocasionada
pelo fechamento dos estdmatos, a capacidade fotossintética da planta também tende a ser
reduzida, ja que a restricdo na absorcao de didxido de carbono (CO-) limita esse processo
(Steppe et al., 2015).

Por ser uma planta de metabolismo C3, a soja estd ainda mais sujeita a
desequilibrios metabolicos causados pelo estresse hidrico em comparacao a plantas C4 e
CAM. Em plantas C3, o déficit hidrico afeta rapidamente a entrada de CO: e as reacdes
bioquimicas internas, levando a fortes desequilibrios metabdlicos. O déficit hidrico leva
ao fechamento dos estdmatos, limita COz,comprometendo a produ¢do de ATP/RuBP e o
balango de carbono e nitrogénio, o que acarreta em intensos desequilibrios metabdlicos e
estresse oxidativo (Flexas, 2002; Flexas et al., 2004; Karami et al., 2023, 2025; Lawlor
et al.; 2002; Qiao et al., 2024).

O periodo de desenvolvimento mais critico quanto a exposi¢ao ao déficit hidrico
compreende os estagios de formagao dos componentes de rendimento, que tém inicio com
a floragdo [R1, pela escala de Fehr; Caviness (1977)], até a fase de enchimento dos graos
(R5) (Sentelhas et al., 2015). Em estudos que avaliaram diferentes cultivares de soja
durante o periodo de 15 safras, foram detectadas maiores produtividades com a
quantidade de 650 — 700 mm de agua durante o ciclo completo. Além do volume de agua
adequado durante o ciclo, a distribuicdo desse valor ¢ de extrema importancia. Em
tratamentos com plantas submetidas ao déficit hidrico, mesmo com volumes totais
aproximados de 700 mm, houveram decréscimos no rendimento do grao, principalmente
quando a falta de agua foi induzida durante o periodo reprodutivo. O volume de adgua
adequado para suprir as demandas metabolicas da cultura durante a fase reprodutiva se
encontra entre 120 - 300 mm, havendo a necessidade de uma distribuicado adequada
durante essa fase que ndo haja uma limitacao na producdo de graos (Farias et al., 2009).

No estudo de Du et al. (2020), plantas de soja de distintas cultivares submetidas a
um déficit induzido pelo periodo de 45 dias demonstraram redugdo no actimulo de
biomassa nas raizes, caules, paredes de vagens e sementes. Na cultivar mais afetada o
nimero de vagens, o numero de sementes € o peso das sementes foram reduzidos em
64,60%, 63,55% e 68,60%, respectivamente, sob estresse hidrico em comparagdo com o

controle. A cultivar menos afetada apresentou decréscimos de 36,25%, 60,41% e 57,03%
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para os mesmos parametros, nessa ordem. A concentragdo de malondialdeido (MDA),
um indicador de estresse oxidativo, aumentou significativamente sob estresse hidrico,
com incrementos variando de 52,86% a 90,11%. No mesmo estudo, nos tratamentos com
inducdo de déficit hidrico, foi possivel observar reducdes varidveis na expressdo dos
genes GmNR (-43,60% a -63,26%), GmNiR (-49,64% a -72,41%), GmGS (-42,44% a -
51,55%) e GmGOGAT (-37,34% a -44,92%), que traduzem as seguintes enzimas
envolvidas no metabolismo do nitrogénio: nitrato redutase, nitrito redutase, glutamina
Sintase e glutamato oxigenasse, respectivamente. A regulacdo negativa desses genes
ocasiona a queda de eficiéncia da assimilagdo de nitrogénio, resultando em um acumulo
de nitrato nas folhas das plantas sob estresse (Du ef al., 2020).

Um estudo realizado pela Embrapa, utilizando dados da CONAB (Companhia
Nacional de Abastecimento), estimou os prejuizos na produtividade de soja nos estados
do Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul na safra 2021/2022,
que foi afetada por um longo periodo de estiagem. Ao comparar as médias de
produtividades obtidas entre os anos, foi calculada a perda em cada um dos estados em
questao entre as safras de 2001/2002 a 2021/2022, indicando, assim, decréscimos para os
estados RS, SC, PR e MS de 28, 10,27 e 18 sc.ha™!, respectivamente. Desse modo, estima-
se que o déficit hidrico reduziu a produgado de soja em 179(RS), 7(SC), 154(PR) e 63(MS)
milhdes de sacas nos estados citados. Em suma, o valor de 403 milhdes de sacas de soja,
considerando preco médio de maio/2022 de US$ 36,79 por saca de 60 kg, apontado pelo
o Ipea (Instituto de Pesquisa Economica Aplicada), traduziu-se em um dano econémico
estimado em US$ 14,9 bilhdes para a safra 2021/2022, o que seria equivalente a perda de
40% de toda a area ocupada pela cultura no Brasil (Embrapa, 2023).

2.4. MUDANCAS CLIMATICAS E FUTURO DA CADEIA PRODUTIVA

O ano de 2024 foi considerado o mais quente de toda a historia, em 175 anos de
avaliagdes meteorologicas. De acordo com o conjunto de dados ERAS (European Centre
for Medium-Range Weather Forecasts ECMWF Reanalysis v5) a temperatura média
global foi de 15,10°C, um aumento de 0,72°C em comparacao com a média do periodo
de 1991 a 2020. Além disso, esse valor representa 1,60°C a mais que em nivel pré-
industrial de 1850 a 1900 (Copernicus, 2025). Em um cenario de altas emissoes, o
aquecimento global tende a ser intensificado, possibilitando um aumento de até 4,4°C na

temperatura do planeta até o ano de 2.100 (IPCC, 2023). Os valores das médias histdricas
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das temperaturas do ar da superficie terrestre nesses periodos em comparacdo com as

apresentadas nos anos de 2024 podem ser visualizadas no grafico a seguir (Figura 1).

Figura 1. M¢édias da temperatura atmosférica (janeiro de 1940 a dezembro de 2024).
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Fonte: Copernicus, 2025.

Tais mudancas tendem a afetar os niveis e a distribui¢do de precipitagdo, radiagao
solar, umidade relativa do ar e ventos (IPCC, 2023). A radiagdo solar, assim como
temperaturas elevadas, resulta em um maior nivel de evaporagao da dgua da superficie do
solo, levando a diminui¢do do seu conteudo de adgua (Khamidov et al., 2023). Esses
fatores também tendem a aumentar a taxa de transpirag¢do das plantas, ao buscarem um
equilibrio térmico (Taiz et al., 2017).

A maior parcela das areas produtoras de soja no Brasil ¢ dependente da agua
proveniente da chuva, ja que sistemas de irrigagdo possuem custos muito elevados
(Embrapa, 2023). As projecdes futuras para a producdo de soja no Brasil, considerando o
contexto do aquecimento global, indicam um cendrio de aumento da frequéncia de
periodos de seca, o que pode resultar em impactos mais graves nas plantagdes, além das

perdas historicas causadas por veranicos (Kothari et al., 2022).

2.5. ACA0 DO ABA SOB ESTRESSE OSMOTICO

Entre os diversos hormonios vegetais atrelados a adaptacao das plantas a distintas
condig¢des de estresse, 0 ABA possui uma das respostas mais imediatas, podendo alcangar
concentragdes até 50 vezes maiores nas folhas de plantas expostas ao déficit hidrico, o

que caracteriza a mudanca mais brusca de concentragdo de um fitormonio sob efeito de
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condi¢des do ambiente (Taiz; Zeiger, 2004). O acimulo de ABA nas folhas leva ao
fechamento estomatico, processo que auxilia na reducdo da probabilidade de formagao
de bolhas no xilema (cavitagdo), também diminuindo a perda de dgua para a atmosfera
ocasionada pela transpiragao (Netting, 2000; Taiz et al., 2017).

Em resumo, o ABA atua na sinalizagdo entre a zona radicular e parte aérea das
plantas, proporcionando o fechamento dos estdmatos antes mesmo que haja variagdes no
¥ das folhas (Davies ef al., 2010). O controle do fechamento estomatico proporcionado
pelo ABA ¢ mediado pela regulagio do conteudo de ions K™ das células-guarda, além de
ions CI" e de alguns 4cidos organicos na membrana plasmatica e tonoplasto destas células
(Miiller-Rober et al., 1998). No citoplasma, quinases podem atuar na fosforilacdo de
determinados canais anionicos (SLACI) e de canais de potéssio (KAT!), induzindo o
fechamento estomatico em resposta ao efeito do ABA (Lee et al., 2009; Pilot, 2001). Nas
raizes, o acimulo de ABA restringe a sintese de etileno, que pode reduzir a expansio
radicular sob desidratacdo (Spollen et al., 2000).

Além do estresse osmotico (hidrico ou por salinidade) o ABA também ¢ capaz de
atuar na remediagao de outras condigdes, como estresse pelo frio ou por choque térmico,
por exemplo. Em ambos os casos, uma extensa rede de transducdo desencadeada pelo
acumulo de ABA, proporciona, por meio de diferentes vias, a regulacdo na expressao de
genes envolvidos na modulagdo de estresses abidticos, o aumento da sintese de
determinadas enzimas e na assimilagdo de alguns elementos, fatores estes que resultam
em alteracoes fisiologicas capazes de aumentar a tolerancia da planta ao estresse (Cutler
etal.,2010; Taiz et al., 2017; Umezawa et al., 2010).

Efeitos benéficos da aplicagdo de ABA exdgeno em soja também sdo
evidenciados. Por exemplo, a aplicagdo de 10uM do fitormonio por via radicular foi capaz
de aumentar os niveis de ABA acumulados nas folhas, de forma a diminuir a condutancia
estomatica e mantendo o conteudo relativo de agua (RWC) da planta durante o periodo
de déficit hidrico induzido. Isso resultou em melhores taxas fotossintéticas e relagdes
hidricas foliares (He ef al., 2019). A pulverizacdo de 300 mg/L de ABA aumentou a
produtividade da soja ao melhorar a alocagdo e a distribui¢do de carbono para as
sementes. O ABA exo6geno também melhorou a qualidade das sementes, uma vez que ndo
afetou os niveis de proteina, mas aumentou a concentracdo de oleo (Travaglia et al.,

2009).
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2.6. A CASCATA DE REGULACAO TRANSCRICIONAL INDUZIDA POR ABA

Para tentar amenizar os efeitos do déficit hidrico, a planta tende a potencializar a
sintese de ABA, aumentando sua concentracao intracelular. Esse acumulo do fitormonio
¢ detectado pelas chamadas proteinas START (Steroidogenic Acute Regulatory Protein-
Related Lipid-Transfer), os receptores de ABA PYR/PYL/RCARs (Pyrabactin
Resistancel/Pyr1-Like/ Regulatory Components of ABA Receptors), que reconhecem e se
ligam as moléculas de PP2C (fosfatase 2C do grupo A), promovendo a inibicdo da
atividade dessa enzima. A fosfatase PP2C regula negativamente a sinalizagdo de ABA,
desfosforilando e, dessa forma, inativando proteinas serinas/treoninas quinase da familia
SnRK?2 (Sucrose non-Fermenting Related Kinase2) de subclasse Il (SRK2D/SnRK2.2,
SRK2E/SnRK2.6 e SRK2I/SnRK?2.3). Logo, a inibi¢do de PP2C acaba resultando em um
acumulo de SnRK2s, possibilitando a fosforilagao das regides conservadas dos fatores de
transcri¢do (7Fs) AREB/ABF e, portanto, os ativando. A ativa¢do desses fatores leva a
expressao de genes AREB/ABF, que regulam diversos genes downstream ao se ligarem
ao elemento responsivo a ABA (4BRE) localizado na regido promotora desses (Cutler et
al., 2010; Fujita et al., 2011; Taiz et al., 2017; Umezawa et al., 2010). ABRE ¢ um
elemento cis conservado que possui 8 pb (PyACGTGG/TC) e sequéncia principal ACGT
(Nakashima et al., 2009; Fujita et al., 2011).

Figura 2: Esquema simplificado da cascata de regulacdo transcricional induzida por aba.
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Entretanto, uma copia independente de um elemento ABRE ndo ¢ capaz de
proporcionar a expressdo génica responsiva ao ABA. Para atuar eficientemente como
elemento cis ativo, ABRE necessita estar proximo de outras de suas copias ou de um
elemento de acoplamento, entre os quais podem ser citados: CE/ (elemento de
acoplamentol) e CE3 (elemento de acoplamento3); e DRE (elemento responsivo a
desidratacdo) /CRT (C-repeat) elemento cis (principal elemento cis na via independente
de ABA (Shen et al., 1996; Narusaka et al., 2003).

As PP2Cs também relacionam-se a outras proteinas atreladas a distintos
mecanismos de resposta a0 ABA. Como exemplos, podemos citar outras proteinas
quinase, proteinas sensoras de Ca,", fatores de transcri¢do e canais i6nicos. A interagdo
entre PP2Cs e as proteinas citadas garante a regulacdo da atividade destas por meio da

desfosforilagao de determinados residuos de serina ou treonina (Taiz et al., 2017).

2.7. O FATOR DE TRANSCRICAO ATARERB1

Fatores de transcricdo (7Fs) sdo proteinas que regulam determinados genes,
controlando a ativacdo ou desativacdo destes ao se ligarem a elementos cis nas regides
promotoras upstream do alvo. Entre os TF's ligados a expressdo génica reativa aos niveis
de ABA acumulados por conta de condicdes de estresse, evidenciam-se os pertencentes
a familia AREB (ABA-responsive element binding protein)/ABF (ABRE-binding factor)
classificados como ziper basico de leucina (bZIP). Em Arabidopsis thaliana, foram
identificados nove TF's pertencentes a subclasse AREB/ABF, entre os quais encontram-
se: AREBI/ABF2, AREB2/ABF4, ABF1 e ABF3 (Fujita et al., 2005, 2011, 2013).

AREB]I ¢ um dos principais elementos reguladores da expressao génica que atuam
sobre efeitos de estresse osmoético em resposta ao ABA em Arabidopsis thaliana. Esse
fator de transcrigdo controla a expressao de genes que codificam as proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant), ligadas a tolerancia ao estresse hidrico, atuando na
estabilizacdao de estruturas celulares, como membranas e proteinas (Fujita et al.; 2005).
Em plantas de soja com a superexpressdo de AREB], foi possivel detectar maiores niveis
de clorofila e performances fotossintéticas superiores em condigdes de déficit hidrico. Os
valores de condutancia estomatica desses transgénicos também foram superiores, o que
além de proporcionar maiores niveis de transpiracdo, garantiram maiores eficiéncias
fotossintéticas (Caranhato ef al., 2022; Fuhrmann-Aoyagi ef al., 2021). Em comparagao

com a cultivar convencional, plantas geneticamente modificadas (GMs) de soja com
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introducdo do gene AtAREBI demonstraram-se mais eficientes quanto ao uso da agua e a
carboxilagdo (Fuhrmann-Aoyagi et al., 2021). Além disso, a inser¢io de ARERBI
apresentou efeitos positivos sobre o crescimento e estabelecimento de plantas de soja,
principalmente na regulagdo do crescimento de mudas, também afetando positivamente a
adaptacao das plantas em condic¢des de alto teor de sal, maior calor e estresse oxidativo
(Kim et al., 2004).

No trabalho de Melo et al. (2023), plantas de soja expressando o TF AREBI
apresentaram-se saudaveis € com uma coloragdo verde, demonstrando uma alta taxa de
sobrevivéncia, mesmo apods 30 dias de seca induzida. Apos 20 dias sem irrigacdo, as
plantas transgénicas exibiram maior estabilidade que as plantas controle, cujas folhas
apresentaram deformagdes, mudancas de tonalidade e sinais de desidratagdo, muito
provavelmente por conta do acimulo de EROs. As plantas transgénicas apresentaram
conteudo relativo de agua superior sob estresse hidrico, o que corroborou para a mitigagao
das perdas de biomassa em comparagdo ao controle. Também houve um maior acimulo
de acucares, importantes reguladores do equilibrio osmoético, mesmo sob irrigagdo. A
expressdo dos genes codificantes das enzimas SOD (Superdxido Dismutase),
CAT(Catalase) e APX (Ascorbato Peroxidase) foi superior no GM submetido a seca,
concordantemente ao maior teor dessas enzimas, que atuam na modulacido de compostos
responsaveis pelo estresse oxidativo (EROs e Hx0, por exemplo). Os efeitos
desencadeados pelo AREBI durante o periodo de déficit hidrico possibilitaram a
recuperacgao das plantas apos a reidratagao.

Um dos melhores exemplos que podem ser citados € a linhagem 1Ea2939, que
mesmo sendo submetida ao déficit hidrico em casa de vegetacdo e campo, manteve um
desempenho fisioldgico superior a cultivar BR 16, sua parental convencional. A linhagem
transgénica apresenta maior eficiéncia intrinseca no uso da agua (A/gs) e indice de area
foliar em condig¢des nao irrigadas, o que contribui para conservagado hidrica. Sob estresse
hidrico foram verificadas maiores taxas de crescimento apical, condutancia estomatica,
fotossintese, além de maiores produtividades (Embrapa, 2023; Fuganti-Pagliarini et al.,

2017, Marinho et al., 2015).

2.8. ORTOLOGOS AO GENE ATAREBI EM SOJA

Os progressos alcancados através da transgenia com gendétipos de soja GMs nos

ultimos anos tém enfrentado restricdes quanto ao uso em lavouras comerciais. Isso se
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deve aos elevados custos exigidos para a regulamentacdo desses produtos (Embrapa,
2023). Apos a introducdo de um gene exdgeno ao genoma de uma planta, esta passa a ser
considerada transgénica. Para liberacao comercial, sdo necessarios estudos para garantir
a biosseguranca, processo que, além de demorado, tem alto custo (Brasil, 2005).

Com o objetivo de acelerar o processo de liberagdo de cultivares, a técnica de
edi¢do genodmica via tecnologia CRISPR/Cas demonstra-se promissora, uma vez que os
produtos resultantes dessa técnica sao obtidos por pequenas alteragdes no genoma, como
a inser¢ao ou dele¢dao de poucos pares de bases nitrogenadas, desta forma, dependendo
das alteracdes realizadas, podem ser considerados como um produto ndo-OGM isentos,
portanto, das regras impostas pela legislagao para a liberagdo de produtos transgénicos,
como estabelecido de acordo com a Resolu¢do Normativa N°16, de 15 de janeiro de 2018
(Brasil, 2018).

O processo de edicdo genomica ¢ resultado da combinacdo de duas técnicas
biotecnoldgicas, a transgenia e a edicao via CRISPR propriamente dita. Inicialmente, a
maquinaria de edigdo ¢ transferida via transgenia e integrada ao genoma da planta, a qual
se deseja editar. A maquinaria de edi¢do ¢ composta de trés elementos principais: o gene
Cas, responsavel por realizar o corte da dupla fita; o guia, o qual direciona a enzima Cas
a posigao especifica de edi¢ao; e o marcador de selegdo, gene que permite a identificacao
e selecdo de eventos transgénicos. O primeiro passo para a edi¢do génica ¢ a obtengdo de
plantas transgénicas, que contém a maquinaria de edigdo, esta, por sua vez, ira localizar,
através do guia, o gene a ser editado, o qual encontra-se em qualquer parte do genoma da
planta, ndo estando ligado a regido onde a maquinaria se insere, desta forma, por
autofecundagdo, a maquinaria de edig@o e o locci editado segregam independentemente.
Esse fendmeno permite, apos a autofecundacdo, a selecdo de plantas editadas ndo-
transgénicas. O knock-out ou silenciamento génico, ocorre devido a um truncamento da
proteina, resultante da insercdo de sftop-codons no gene alvo, isto ocorre devido a
mutagoes que alteram a fase de leitura, por inser¢des ou delecdes de pares de bases. Estas
mutacdes I/ndel ocorrem devido a um erro do mecanismo de reparo do DNA da planta,
que ¢ ativado apos a quebra da fita dupla por meio da enzima Cas (Molinari et al.,2020).

Para tirar proveito dos beneficios citados, torna-se essencial o estudo de genes
nativos do genoma do organismo alvo, que possam garantir caracteristicas semelhantes
aos genes exdgenos de interesse ja avaliados. Nesse sentido, dois genes encontrados em
soja foram estudados, demonstrando serem interessantes alternativas para o

melhoramento visando tolerancia ao déficit hidrico. Os genes em questdo sao:
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Glyma.04G039300 e Glyma.06G040400; que, ao serem comparados, apresentaram
similaridades de sequéncia de 68,6% e 64,6% ao fator de transcricio AtAREBI,
respectivamente. Portanto, acabaram sendo categorizados como ortélogos ao AtAREBI

(Marin et al., 2021).
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CAPITULO 1. SUPEREXPRESSAO DE ORTOLOGOS AO AtAREBI EM SOJA
E ATUALIZACAO DE BACKGROUND DA LINHAGEM 1EA2939

3. INTRODUCAO

O gene AtAREBI, identificado na espécie modelo Arabidopsis thaliana, ¢ um
fator de transcri¢ao que se liga ao motivo do elemento responsivo ao acido abscisico
(ABRE) na regido promotora de genes induziveis por Acido Abscisico (ABA) (Fujita et
al., 2005). Esse gene estd envolvido na resposta da planta ao estresse hidrico e na
adaptacao fisioldgica, desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia das plantas sob
condi¢des de déficit hidrico. O déficit hidrico eleva os niveis de ABA, que se liga a
receptores especificos, formando complexos enzimaticos que ligam-se a fatores de
transcricdo AtAREBI. A ativagdo do AtAREBI leva a regulagdo positiva de genes que sdo
importantes na resposta ao estresse hidrico. Essa melhoria estd associada a maior
atividade de enzimas antioxidantes, maiores niveis de acucares soluveis ¢ melhor
eficiéncia no uso da 4gua, o que ajuda a regular o acimulo de espécies reativas de
oxigénio, a manutenc¢do da clorofila e, por consequéncia, maior sobrevivéncia geral das
plantas (Melo ef al., 2020).

Em soja, a superexpressdo do fator de transcricio AtAREBI aumentou a
sensibilidade das plantas ao &cido abscisico, promovendo o fechamento dos estomatos,
redugdo do crescimento da planta e sintese de enzimas que protegem as plantas contra o
estresse osmotico (Marinho et al., 2015). Diversos estudos apresentaram efeitos positivos
quanto a resposta ao estresse hidrico em soja com a introdu¢do do gene AtAREBI
(Caranhato et al., 2022; Fuganti-Pagliarini ef al., 2017; Fuhrmann-Aoyagi et al., 2021;
Leite et al., 2014; Marinho ef al., 2015; Neumaier et al., 2022; Winck et al., 2023).

Os progressos alcangados através da transgenia com gendtipos de soja
geneticamente modificados (GMs) nos ultimos anos t€ém enfrentado restrigdes quanto ao
uso em lavouras comerciais. Isso se deve aos elevados custos exigidos para a
regulamentacdo desses produtos (Embrapa, 2023). Apos a introdugcdo de um gene
exdgeno ao genoma de uma planta, esta passa a ser considerada transgénica. Para
liberagdo comercial, sdo necessarios estudos para garantir a biosseguranga, processo que,
além de demorado, tem alto custo.

No estudo de Marin et al. (2021), foi detectada a ortologia quanto ao AtAREBI
para dois genes pertencentes ao genoma da soja, sendo eles: Glyma.04G039300 (com

68.6% de similaridade) e Glyma.06G040400 (com 64.6% de similaridade). A depender



25

da técnica a ser utilizada, a superexpressao de um gene encontrado no proprio genoma da
planta a ser melhorada ndo configura transgenia. Nesse contexto, torna-se de extrema
importancia o estudo de genes nativos do proprio genoma do alvo, que garantam
caracteristicas semelhantes aos genes exdgenos introduzidos por transgenia nesse
organismo.

Portanto, este trabalho teve por objetivo gerar plantas transgénicas de soja com
aumento na expressao dos dois genes candidatos a ortdlogos ao gene AtAREBI em soja.
Além disso, também foi realizada a atualizacdo do background genético da linhagem

1Ea2939 da cultivar de soja BR 16 para a cultivar elite BRS 573.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CONSTRUCAO DOS VETORES

Os vetores utilizados no processo de transformagdo das plantas de soja foram
sintetizados a partir de um “backbone” de um vetor modular (pC33) e contém ente as
bordas direita e esquerda (RB e LB) o gene BAR, capaz de conferir resisténcia ao
herbicida glufosinato de amonio, o que permite a selecao das plantas transformadas, e as
sequencias dos genes alvos (Glyma.04G039300 e Glyma.06G040400), todos esses
elementos sobre controle do promotor 35S. Além dos elementos alocados entre as
extremidades esquerda e direita (LB e RB), o vetor base possui o gene que garante
tolerancia ao antibidtico kanamicina, possibitando a selecdo de colonias de bactérias

transformadas nas etapas seguintes (Figura 2).

Figura 2: Modelo simplificado do vetor modular pC33.

Promotor 355

Gene BAR

Terminador

Promotor 35S

Origem de
Replicacao

Terminador

Fonte: O autor, 2024.

Apoés a sintese dos vetores, os mesmos foram clonados e multiplicados por
transformagdo em Escherichia coli (Cepa DH5a), e posterior extragdo do DNA
plasmidial por miniprep. Em seguida foi realizada a transformacdo em Agrobacterium
tumefaciens a partir da metodologia de transformacao de bactérias por choque térmico

(Embrapa, 2015).
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4.2. TRANSFORMACAO E MULTIPLICACAO DE PLANTAS DE SOJA

As etapas referentes a transformacdo de plantas e cultura de tecidos foram
realizadas de acordo com a “Metodologia para transformacao de soja via Agrobacterium
tumefaciens” descrita na Circular Técnica 128 da Embrapa (Kanamori et al., 2017). A
composicdo ¢ modo de preparo de cada um dos meios de cultivo empregados estdo
descritos nos anexos deste trabalho (Anexos A-H). As construgoes foram nomeadas de
acordo com os seguintes codigos: 8E (AtAREBI), 8S (Glyma.04G039300) e 8T
(Glyma.06G040400).

4.2.1. Cultivo De Agrobacterium tumefaciens

O pré-indculo foi obtido a partir de uma coldnia isolada de Agrobacterium
tumefaciens contendo a construcdo alvo, a qual foi transferida para 5 mL de meio Luria
Bertani (LB) liquido com adi¢do dos antibidticos rifampicina e espectinomicina a
propor¢do de 50 pg mL!. Apéds o periodo de 24h sob agitagdo em incubadora orbital a
170 rpm a temperatura de 28°C, 50 uL do pré-indculo foi transferido para um Erlenmeyer
de 250 mL contendo 100 mL de meio LB liquido com adi¢do dos mesmos antibidticos, e
incubado em seguida nas nessas mesmas condi¢des por 16h. O crescimento bacteriano
foi monitorado por leitura da densidade optica a 600 nm (DOeoo) da cultura, que deve se
manter entre 0,6 - 0,9. Ap6s a DOeoo adequada ser atingida, o indculo foi centrifugado a
5.500 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento bacteriano

ressuspendido em 50 mL de meio de Co-Cultivo Liquido (CCM Liquido).

4.2.2. Preparo Dos Explantes De Soja Para Transformacao

Para a desinfec¢do, sementes de soja da cultivar BRS 573 foram dispostas em
placas de Petri (60 mm). As placas abertas foram mantidas em recipiente hermeticamente
fechado por 16 horas, onde as sementes foram expostas ao gas cloro, produzido pela
adicao de 5 mL de acido cloridrico concentrado a 36% em 100 mL de hipoclorito de sédio
comercial 2,5%. Apds o periodo de esterilizagdo o recipiente contendo as placas foi
aberto dentro de uma camara de fluxo laminar, onde as sementes foram mantidas por 30
minutos para remocao do gas, sendo as placas posteriormente fechadas, vedadas com

filme PVC e mantidas em refrigeracao até o inicio do processo de transformacao.



28

No dia que antecede as transformagdes, as sementes foram depositadas com o hilo
para baixo em Meio de Germinagao (GM), sobre o qual foram adicionados 5 mL de dgua
estéril. Essas sementes foram mantidas em camara de crescimento com condigdes de
fotoperiodo (F), temperatura (T) e wumidade relativa (UR) controladas
(F24h/T25°C/UR60%) para hidratagdo durante 16h. Apds o periodo de hidratacdo, foi
adicionada agua destilada estéril até a completa submersdo das sementes, as quais

permaneceram assim até sua utilizacao.

4.2.3. Infecgdo Dos Explantes

Com auxilio de pinga e bisturi estéreis, as sementes foram cortadas no sentido
horizontal na regido proxima ao hilo, sendo que a metade contendo o embrido foi utilizada
nas proximas etapas. A regido da radicula foi removida por um pequeno corte, mantendo-
se cerca de um ter¢o do embrido. O tegumento foi retirado e os dois cotilédones foram
separados por meio de um corte ao longo do eixo embrionario.

Para expor o meristema apical e, consequentemente, aumentar o potencial de
infec¢do, os primordios foliares foram removidos e, com auxilio de uma microescova de
aco inoxidavel, sdo causadas injurias na regido do meristema apical (abaixo dos
primordios foliares). O processo de injuria foi realizado dentro do meio de co-cultivo
(CCM Liquido), no qual as bactérias contendo o vetor de transformacdo foram
ressuspendidas. Com as placas envoltas em papel aluminio, os explantes foram mantidos
em meio de co-cultivo liquido por, aproximadamente, 30 minutos.

Posteriormente, os explantes foram transferidos com a parte adaxial voltada pra
baixo em placas de Petri contendo meio CCM Sélido, sobre uma folha de papel de filtro
estéril. As placas foram vedadas com filme PVC, o qual deve ser perfurado para permitir
as trocas gasosas, € posteriormente as placas foram incubadas por cinco dias em camara

de crescimento (F16h/T25°C/UR60%).

4.2.4. Regeneragdo E Selegdo

Apbs o cultivo em meio CCM Soélido, a regido do hipocotilo foi cortada e os
explantes foram submetidos a um processo de lavagem da seguinte forma: trés enxagues
em agua destilada autoclavada, uma lavagem em solucao de agua e hipoclorito de sodio

1% (2:1) por um minuto, seguido de trés enxdgues em agua destilada autoclavada. Os
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processos de lavagem e enxdgues foram repetidos por duas vezes. Por fim, os explantes
foram secos em placas de Petri contendo camada tripla de papel-filtro estéril.

ApoOs a lavagem e secagem, os explantes foram transferidos para potes contendo
Meio de Inducao de Multibrotamento (SIM1), a parte aérea deve estar dentro do meio de
cultura para induzir a formagdo de multibrotos. Os explantes em meio SIM1 foram
incubados por 15 dias em camara de crescimento (F16h/T25°C/UR60%). Em seguida, os
explantes foram subcultivados em Meio de Indugdo de Multibrotamento 2 (SIM2), onde
permaneceram por mais 15 dias nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Na
sequéncia, a base dos cotilédones foi cortada para expor novos tecidos e, em seguida,
foram transferidos para o Meio de Alongamento (SEM), e incubados em camara de
crescimento (F16h/T25°C/UR60%).

Transferéncias regulares (cada 15 dias) para novos recipientes contendo meio
SEM seguiram sendo realizadas. A cada transferéncia, um novo corte na base do explante
foi feito. Os subcultivos periddicos em meio SEM foram continuos até o inicio da
elongacdo dos explantes. Quando os brotos atingiram cerca de 3 cm, os mesmos foram
cortados e imersos em uma solugio de acido indolbutirico (1 mg mL™!), entdo, transferidos
para copos plasticos contendo Meio de Enraizamento (RM). Os explantes alongados
permaneceram em camara de crescimento (F16h/T25°C/UR60%) até o enraizamento, que
foi considerado a partir do surgimento de raizes secundarias, por no minimo duas

sémanas.

4.2.5. Aclimatizagao

As plantas foram retiradas do meio RM e o excesso de meio de cultura foi
removido por lavagem em 4gua corrente. As plantas foram transplantadas para um copo
plastico contendo substrato composto por terra, areia € composto organico na propor¢ao
de 3:2:2. Os copos foram cobertos com sacos plasticos e mantidos em camara de
crescimento (F16h/T25°C/UR60%) por, a0 menos, uma semana, seguida da abertura
gradual do saco plastico.

Ap0s a fase de aclimatagdo, foram coletadas amostras de folhas para confirmar a
transformagao por meio de PCR. As plantas transformadas foram entdo transferidas para

casa de vegetagao.
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4.2.6. Identificacdo De Plantas Transgénicas

A identificagdo de transgenia nas plantas obtidas foi realizada por meio de PCR,
empregando primers especificos do promotor do gene de interesse (6-Areb-Prom-F:
AGGTCTCATCAAGACGATCTAC e 35S-2: GATAGTGGGATTGTGCGTCA). Para
uma reacao de 25 pL foram utilizados: 16,3 puL. de dgua ultra pura, 2,5 pL. do tampao de
reacdo (10x), 1 pL de MgCI2 (50 mM), 1 pL de dNTP (10 mM), 1 pL do iniciador
Forward (5uM), 1 pL do iniciador Reverse (5 uM), 0,2 uL de Taq DNA polimerase (5U
puL ) e 2uL de DNA (50ng/uL).

A condicao de amplificagdo foi configurada da seguinte maneira: desnaturagdo
inicial a 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturagao 95°C por 30 s, anelamento
a 57°C por 30 s, extensdo a 72°C por 45 s, seguido por 72°C por 7 min. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo brometo de
etideo em tampao TB (tampao borax). Foram misturados 10 puL da reagdo de PCR em 2
uL de tampdo de carregamento 6x (azul de bromofenol-glicerol). Os géis foram
submetidos a uma tensdo de 100V por lh. Por fim, a presenca de amplificacao foi

observada em transiluminador.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas transgénicas foram identificadas a partir da amplificagdo de fragmento
de 716pb (Figura 3). Foram gerados totais de 10 transgénicos para a construcao 8E, 18
transgénicos para constru¢do 8S e 25 transgénicos para construcdo 8T. Apods a
identificacdo dos transgénicos positivos, esses foram transplantados para vasos em casa

de vegetacdo para posterior avango de geracao.

Figura 3: Identificacdo de plantas transgénicas por PCR. *: Bandas de plantas
transgénicas positivas; +: controle positivo; -: controle negativo; B: Branco; L: Letter.

Figura 4: Plantas transgénicas transplantadas para vasos em casa de vegetagao.

i }

Fonte: O autor, 2025.

A eficiéncia de transformacdo genética das plantas de soja foi calculada a partir
da razdo entre o numero de plantas transgénicas obtidas e o numero total de explantes no
meio de indugdo de multibrotamento (SIM1). Dessa forma, as eficiéncias obtidas foram
de 2,61% para a construcdo 8E, 1,79% para a construcdo 8S e 1,24% para a construcio
8T. Esses valores estdo em conformidade com o que ¢ reportado na literatura, mesmo
havendo diferengas metodologicas entre protocolos de transformagdo de soja via
Agrobacterium descritos (Xu et al., 2022). No trabalho de Paz et al. (2006), estudo

utilizado como base para o desenvolvimento da técnica aplicada no presente trabalho,
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foram verificadas taxas de obtengdo de explantes transformados variando entre 1,40 a
8,70%, com uma eficiéncia geral de transformacao de 3,80%.

Entre os principais fatores que interferem na frequéncia de transgenia, estdo: o
tamanho do fragmento a ser inserido, o genotipo empregado, o tipo de explante
(cotilédone, nds cotiledonares, calos, embrides, etc), o agente seletivo e seu respectivo
gene de selecdo, o tipo de injuria realizada no explante para a exposi¢cdo do meristema
apical, a adi¢do de outros agentes quimicos (hormonios, antibidticos, antioxidantes,
adjuvantes, etc), entre diversos outros. Dentre os fatores citados, a eficiéncia de transgenia
estd principalmente atrelada ao genotipo base utilizado, sendo que, no geral, cultivares
elite apresentam maior recalcitrancia a transformac¢do quando comparadas a linhagens
modelo altamente suscetiveis (como a Williams, Williams79, Williams 82, Jack e
Thorne) amplamente empregadas na identificagdo e caracterizagdo de genes via
transgenia (Paz et al., 2006; Xu et al., 2022). Por isso, ¢ importante ressaltar que, no
estudo base citado anteriormente, os genotipos utilizados foram todos de linhagens que
apresentam alto indice de transformacao pelo método aplicado, entre as quais estdo:
Thorne, Williams, Williams 79, ¢ Williams 82 (Paz et al., 2006).

Os resultados encontrados por Jia et al. (2015) indicam que a variagdo da
eficiéncia de transformagdo dependente do gendtipo ocorre, entre outros fatores, pela
susceptibilidade dos genétipos a Agrobacterium, sendo os gendtipos Williams 82,
Shennong 9 e Bert, considerados de alta eficiéncia para esse tipo de transformacdo
(6,71%, 5,32% and 5,13%, respectivamente). Os autores propuseram que, nos nos
cotiledonares, hormdnios como o 4cido giberélico (GA) e o ribosideo de zeatina (ZR) sao
fitorreguladores positivos para a transformacdo da soja mediada por Agrobacterium,
facilitando a germinacdo e o crescimento e aumentando o niimero de células no ciclo de
sintese de DNA, respectivamente. Por outro lado, o acimulo de acido abscisico (ABA),
jasmonato de metila (MeJA), polifenol oxidase (PPO) e peroxidase (POD) podem
acarretar a uma resposta negativa na transformacao da soja mediada por Agrobacterium,
reprimindo a germinacao e o crescimento e induzindo reacdes de defesa. Os niveis de GA
dos gendtipos considerados de alta eficiéncia foram maiores do que os dos gendtipos de
baixa eficiéncia, enquanto que o ABA mostrou a resposta oposta, o que sugere que o
material de reserva dos genotipos de alta eficiéncia ¢ degradado de forma mais rapida
para garantir energia e nutrientes ao crescimento e diferenciacdo do n6 cotiledonar.

O ABA e as enzimas protetoras PPO e POD tem envolvimento nas respostas ao

ataque de patogenos e ferimentos, portanto, o maior acumulo dessas enzimas nos
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genotipos de baixa eficiéncia indica intensas reacdes de defesa. PPO e POD sao capazes
de oxidar polifendis em quinonas (compostos antimicrobianos), que apresentam alta
toxicidade a Agrobacterium, causando escurecimento do tecido e morte celular parcial
com objetivo de evitar a infec¢do causada pela bactéria. Por isso torna-se interessante a
utilizagdo de antioxidantes na composi¢do dos meios (Jia ef al., 2015).

Além dos fatores bioquimicos apresentados, a execug¢do das etapas de
transformagao também devem ser levadas em consideragdo, ja que, por se tratar de um
processo manual, dificilmente as condi¢des sao exatamente replicadas em dias diferentes,
além de que isso também varia de acordo com a experiéncia dos operadores.

Uma cultivar que apresenta uma tecnologia especifica (como a tolerancia a seca)
s0 tera real valor se sua base genética apresentar potencial produtivo maior ou semelhante
as demais cultivares langadas no mercado de uma regido. Além disso, a transformacao
direta de uma cultivar elite proporciona que etapas de retrocruzamento, necessarias para
resgatar caracteristicas agronomicas desejaveis, sejam puladas, assim reduzindo o tempo
de obtencdo e evitando o efeito de arrasto genético (linkage drag) que ocorre em
cruzamentos tradicionais (Gao et al., 2025; Hao et al., 2020). A linhagem 1Ea2939 foi
obtida pela inser¢ao do fator de transcricdo AtAREBI na cultivar de soja BR 16. Esse
processo de transgenia resultou em plantas tolerantes ao déficit hidrico, com redugo nas
perdas de produtividade quando submetidas a seca. Apesar dos efeitos positivos
observados, a cultivar BR 16 ¢ uma cultivar antiga e ndo adequada ao atual mercado
nacional, apresentando caracteristicas inferiores, como menor produtividade e menor
resisténcia a doengas, em relacdo a cultivares elite, a exemplo da cultivar BRS 573, que
também apresenta boa resposta a transformacdo via Agrobacterium tumefaciens
(Embrapa, 1994; 2025). Logo, a atualizagdo do background genético da linhagem
1Ea2939 para uma cultivar elite como a BRS 573 se torna interessante, principalmente
tendo em vista a obsolescéncia da cultivar BR 16 no atual contexto da producdo nacional,
de modo que a introducao do gene de tolerancia a seca ndo deve sacrificar o teto produtivo
alcancado pelo melhoramento cléssico.

As proximas etapas da pesquisa envolverdo o avango de geragao para obtengao de
linhagens homozigotas e, em seguida, a avaliacao das plantas dos trés genotipos obtidos
em condi¢des controladas de inducdo de déficit hidrico em casa de vegetagdo, para
verificar se a acdo dos genes superexpressos serd suficiente para ativar a via resposta ao
estresse osmotico mediada pelo ABA e se esta inducgdo sera suficiente para ocasionar

tolerancia a esse tipo de estresse. Para isso, torna-se imprescindivel a avaliagdo da
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expressao génica dos alvos superexpressos e outros regulados pelo gene Areb 1 associados
a manuten¢ao do vigor vegetal sob condi¢des de baixa disponibilidade hidrica. Com os
dados coletados serd possivel tracar um paralelo comparativo entre as respostas obtidas
com a superexpressao do fator de transcricdo AtArebl no material antigo e na cultivar
elite BRS 573 e, da mesma forma, as respostas apresentadas com o aumento na expressao
dos ortologos desse gene presentes na soja, Glyma.04G039300 e Glyma.06G040400.
Além dos efeitos esperados, também ¢ importante avaliar outras respostas metabodlicas
que possam interferir nesse processo, sejam elas benéficas ou prejudiciais, para que seja
possivel determinar se as tecnologias em questao terdo ou nao potencial de aplicabilidade

em lavouras comerciais.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho obteve sucesso na geragao de linhagens de soja da cultivar elite
BRS 573 contendo o fator de transcricdo AtAREBI e seus ortélogos em soja
(Glyma.04G039300 e Glyma.06G040400), com eficiéncias compativeis com a literatura.
Estudos futuros de caracterizacdo dessas linhagens sob condi¢des de déficit hidrico
possibilitardo a definicao de estratégias que visem alterar a expressao desses genes por

meio de edicdo génica via CRISPR/Cas.
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CAPITULO 2. APLICACAO EXOGENA DE ACIDO ABSCISICO EM SOJA SOB
DEFICIT HIDRICO: RESPOSTAS FISIOLOGICAS E AGRONOMICAS

7. INTRODUCAO

Entre os hormonios vegetais associados a adaptacao das plantas a distintas
condigdes de estresse, o Acido Abscisico (ABA) possui uma das respostas mais imediatas
(Taiz; Zeiger, 2004). O actimulo de ABA nas folhas leva ao fechamento estomatico,
processo que evita a cavitagdo, além de reduzir a perda de agua para a atmosfera
ocasionada pela transpiracdo (Netting, 2000; Taiz et al., 2017). O ABA atua na
sinalizacdo entre a zona radicular e a parte aérea das plantas, proporcionando o
fechamento dos estomatos antes que haja variagdes bruscas no potencial hidrico (%) das
folhas (Davies et al., 2010). O fechamento estomatico proporcionado pelo ABA ¢
mediado pela regulagdo do conteudo de fons K* das células-guarda, além de ions CI e de
alguns acidos organicos na membrana plasmatica e tonoplasto destas células (Miiller-
Rober et al., 1998). Nas raizes, o acimulo de ABA restringe a sintese de etileno, que pode
reduzir a expansao radicular sob desidratacao (Spollen et al., 2000).

Além do estresse osmético (hidrico ou por salinidade) o ABA também pode atuar
na remediagdo de outras condigdes, como estresse pelo frio e altas temperturas. Em ambos
os casos, uma extensa rede de transducdo desencadeada pelo acimulo de ABA
proporciona, por meio de diferentes vias, a regulacdo na expressao de genes envolvidos
na modulacao de estresses abioticos, o aumento da sintese de determinadas enzimas ¢ na
assimilagdo de alguns elementos, fatores que resultam em alteracdes fisiologicas capazes
de aumentar a tolerancia da planta ao estresse (Cutler et al., 2010; Taiz et al., 2017,
Umezawa et al., 2010).

Quanto ao desenvolvimento radicular, o ABA tem efeitos negativos e positivos
no desenvolvimento das raizes primdrias, a depender da concentracdo, condigdes
ambientais e espécie. De forma geral, niveis elevados de ABA inibem a formagao
radicular, enquanto que baixas concentragdes estimulam esse processo. Baixos niveis de
ABA mantém a atividade do centro quiescente, aumentando a atividade das células-
tronco e suprimindo a diferenciagdo destas no meristema radicular, além disso, modulam
positivamente a sinalizacdo e o transporte de auxina, o que estimula o crescimento
radicular, enquanto que altos niveis desse fitormonio possuem efeito inverso (Ali et al.,

2020).
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Estudos evidenciam os efeitos benéficos da aplicacdo de ABA exdgeno em soja.
A aplicagdo do fitormonio por via radicular aumentou os niveis de ABA nas folhas,
resultando em reducdo da condutancia estomatica, manutencao do conteudo relativo de
agua e maior estabilidade fotossintética e relagdes hidricas foliares durante periodos de
déficit hidrico (He et al., 2019). Além disso, a pulverizagdo de ABA aumentou a
produtividade e qualidade da soja ao melhorar a alocacao e a distribui¢do de carbono para
as sementes, com o aumento da concentracao de 6leo sem alteragao dos niveis de proteina
(Travaglia et al., 2009).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da aplicagao
exodgena de ABA sobre as respostas fisiologicas e agrondmicas de dois gendtipos de soja
(tolerante e sensivel a seca), submetidos ao déficit hidrico em diferentes estadios do
periodo reprodutivo. A compreensdo desses efeitos contribui para elucidar o papel do
ABA na modulagao da tolerancia a seca e para subsidiar estratégias de manejo fisiologico

e melhoramento genético da cultura da soja.
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8. MATERIAL E METODOS

8.1. CONDICOES DE CULTIVO

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. Para este, foram empregados
dois genotipos de soja, a cultivar BR 16, suscetivel ao déficit hidrico, e a linhagem
transgénica 1EA2939, tolerante ao déficit hidrico, obtida através da introdugdo do gene
AtAREBI a cultivar BR 16 (Marinho ef al., 2015). As sementes das plantas tolerantes
(1Ea2939) e suscetiveis (BR 16) a seca foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum
e, em seguida, semeadas em vasos plasticos drendveis de 8 L com substrato composto por
terra e areia (propor¢ao 1:1). As aplicacdes de ABA foram realizadas em dois estadios
distintos, floragdo (R1) e enchimento de graos (R5) (Fehr; Caviness, 1977).
Anteriormente as aplicagdes, os vasos foram saturados com agua. Apds o excesso de dgua
escoar, o acido abscisico foi aplicado diretamente ao substrato em volume de 200 mL.
Para avaliar o efeito do ABA sob déficit hidrico, a irrigacdo foi suspensa nas plantas
correspondentes ao tratamento de déficit hidrico, enquanto que as plantas controle
continuaram a receber irrigacao.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 2x4, dois niveis de irrigacdao (controle e déficit hidrico), submetidos a quatro
niveis de ABA (0, 50, 100, 200 puM). Cada gendtipo (tolerante e sensivel ao déficit
hidrico) foi avaliado independentemente. Foram utilizados seis blocos/repeti¢des, no qual
uma planta por vaso foi considerado como uma unidade experimental.

Apos as aplicagdes, os vasos foram envoltos por sacos plasticos, amarrados com
barbante e a abertura destes foi coberta por algoddo hidrofilico, para minimizar a perda
excessiva de dgua por evaporagdo. Ao atingirem o estado de déficit hidrico, as plantas

foram reidratadas.

8.2.AVALIACOES FISIOLOGICAS E AGRONOMICAS

A variavel utilizada para determina¢do do déficit hidrico foi a condutancia
estomatica (GS), sendo consideradas sob estresse as plantas que apresentarem GS < 0,2
mol H,O m? s (Flexas et al., 2004; Salinet et al. 2009). As medidas foram realizadas
utilizando um analisador de fotossintese do modelo LI-6400/XT (LI-COR®) no periodo

das 9-11 h, sendo também avaliados os valores de fotossintese (umol CO, m?s™') dessas
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plantas. Para isso, o aparelho foi previamente calibrado para os seguintes valores:
radiagdo fotossinteticamente ativa dentro da cdmara (PARIn) de 1000 umol m? s!;
referéncia de CO2, 380 pmol mol!; referéncia HoO de 20 mmol mol; e fluxo de ar de
400 pmol s

As varidveis agronOmicas avaliadas ao fim do ciclo foram: altura de planta,
nimero de ramos, nimero de nds no caule, nimero de nds nos ramos, nimero de vagens

no caule, nimero de vagens nos ramos, total de vagens, peso das vagens, nimero de graos,

peso dos graos e peso de mil sementes (PMS).

8.5. ANALISE ESTATISTICA

Todas as varidveis foram submetidas aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk),
homogeneidade de variancias (Bartlett) e independéncia das observacdes (Durbin-
Watson). Apds a validacdo dos pressupostos os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Todas as andlises foram realizadas pelo soffware RStudio (versdo 4.5.2), utilizando o

pacote AgroR (versdo 1.3.5).
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagdo exodgena de ABA promoveu alteragdes significativas na condutancia
estomatica (GS) e na fotossintese, com respostas dependentes da dose, do genotipo, do
regime hidrico e do estadio de desenvolvimento.

Nas plantas da cultivar BR 16, a aplicacdo de ABA em R1 (Figura 5) resultou em
redugdo acentuada da GS e da fotossintese no primeiro e segundo dias apds a aplicagao,
especialmente na dose de 200 uM, independentemente do regime hidrico. Esse efeito ¢
consistente com o papel classico do ABA na indu¢do do fechamento estomaético,
reduzindo a perda de dgua por transpiracdo, mas também limitando a assimilacdo de CO-
(Taiz et al., 2017).

A partir do terceiro dia apds a aplicagdo, os valores de GS e fotossintese
estabilizaram e as diferengas entre doses foram gradualmente reduzidas, indicando que o
efeito do ABA exogeno foi transitério. Somente a dose de 200uM apresentou diferenca
estatistica das demais para os dois fatores avaliados. Ao quarto dia, somente as plantas da
dose 0 ndo irrigadas apresentaram uma reducdo na condutincia estomatica quando
comparadas ao tratamento com irrigacdo. A menor redu¢do da GS nos tratamentos de
dose 50 e 100uM foi um efeito positivo, ao contrario do que foi visto nas plantas da dose
de 200uM irrigadas, que continuaram com condutincia relativamente menor que as
demais. Além disso, as médias de fotossintese ndo apresentaram diferenga estatistica
alguma.

Ao quinto dia pos aplicagdes, as plantas ndo apresentaram diferenca estatistica
entre tratamentos, muito provavelmente devido a total absor¢do e/ou degradacdo do acido
abscisico restante no substrato. No sexto dia, a principal diferenga observada ocorreu
entre os regimes hidrico irrigado e ndo irrigado, sugerindo que o estresse hidrico passou
a ser o fator predominante na regulacdo das respostas fisiologicas. Esses resultados
indicam que o ABA aplicado via substrato ¢ rapidamente absorvido e/ou degradado,

concordando com observagdes de He et al. (2019) sobre o efeito transitorio do hormdnio.
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Figura 5. Efeito da aplicagdo de ABA (uM) sobre a condutancia estomatica (mol Ho O m"
2s71) e fotossintese (umol CO2 m™2s™!) no estiddio R1 na cultivar de soja BR 16 submetida
a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: inducao de déficit hidrico). Barras
representam a média + erro padrdo (n = 5). Letras diferentes indicam significancia entre

tratamentos (Letras minusculas: dose, letras maiusculas: regime hidrico, p <0,05).
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Na linhagem tolerante a seca 1Ea2939, as respostas a aplicacdo de ABA foram
mais sutis, com diferenc¢a nas médias de GS tanto para o fator dose, quanto para o fator
irrigacdao, um dia apds as aplicagdes em R1 (Figura 6). Primeiramente, as plantas das
doses 0 e 50 uM sem irrigagao apresentaram menor GS que as irrigadas. Além disso,
dentro do tratamento irrigado, as plantas da dose 50 uM demonstraram condutincia
estomatica menor que o controle sem aplicacdo de ABA, enquanto os valores de GS das
plantas das doses 100 e 200 uM foram significativamente menores que os da dose 50 uM,
mas estatisticamente semelhantes entre si. Quanto as plantas nao irrigadas, todas as
demais doses apresentaram GS reduzidas em comparagdo com a dose 0, ndo apresentando
diferenca significante entre si.

Ao terceiro dia pds aplicagdes, as médias se estabilizaram e somente as plantas da
dose 200 uM demostraram menor GS. No quarto dia em diante, de forma semelhante a
cultivar BR 16, as doses de ABA deixaram de apresentar resposta quanto a GS das
plantas, sendo verificada diferenca estatistica somente entre os tratamento com e sem
irrigacdo. Essa diferenca foi ressaltada no sexto dia pods aplicagdes, com as plantas nao
irrigadas obtendo menores valores de GS em comparacao as irrigadas.

Embora tenha sido observada reducdo inicial da GS, principalmente nas doses
mais elevadas, a fotossintese ndo foi significativamente afetada na maioria das avaliagoes,
diferentemente do observado para a cultivar BR 16. No primeiro dia apds as aplicagdes,
a fotossintese das plantas apresentou reducdo nas doses 100 e 200uM, e assim como foi
observado com a cultivar suscetivel, nao houve diferenca entre regimes de irrigacao.

Nos demais dias em que foram realizadas as avaliacoes fisioldgicas, a fotossintese
foi estatisticamente similar tanto entre doses, como nos dois regimes hidricos, voltando a
apresentar uma diferenga significativa entre as plantas irrigadas e nado irrigadas somente
no sexto dia pds aplicagdes. Tais respostas podem indicar que, apesar de apresentarem
respostas aproximadas as da cultivar BR 16 quanto aos valores de GS, a linhagem com
introducdo do gene Arebl nao apresenta reducgdes significativas na fotossintese quando
submetidas a aplicacdo do acido abscisico exdgeno. Essa estabilidade fisiologica sugere
que a ativacdo constitutiva da via mediada por AREB1 promove um ajuste mais eficiente
entre economia de dgua e manutencdo da assimilagdo de carbono, conferindo maior

resiliéncia metabolica sob estresse hidrico (Marinho et al., 2015).



43

Figura 6. Efeito da aplicagdo de ABA (uM) sobre a condutincia estomatica (mol H2O m
251 e a fotossintese (umol CO> m?s!) no estadio R1 na linhagem de soja 1Ea2939
submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: indugdo de déficit hidrico).
Barras representam a média + erro padrao (n = 5). Letras diferentes indicam significancia

entre tratamentos (Letras mintsculas: dose, letras maitsculas: regime hidrico, p <0,05).
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No estadio RS (Figura 7), as plantas da cultivar BR 16 apresentaram um efeito
muito préximo ao observado um dia apds a aplicacdo em R1, tanto para condutincia
estomatica, quanto para os valores de fotossintese. Apesar de que o efeito inicial da
aplicacdo tenha sido compativel entre os dois estadios de desenvolvimento, ao contrario
do que foi notado em R1, as plantas em R5 ndo apresentaram diferengas estatistica entre
doses de ABA e regimes hidricos no segundo e terceiro dias apds a aplicagao.

A partir do quarto dia apos a aplicagdo, foram observados maiores valores de GS
nas plantas irrigadas, sem efeito das diferentes doses de ABA, padrdao que se manteve no
quinto dia. Em relagdo a fotossintese, as plantas tratadas com 0 e 50 uM de ABA exibiram
médias significativamente maiores quando irrigadas, enquanto que as demais doses nao
demostraram diferenca entre os dois regimes hidricos, o que demostra que as doses de
100 uM e 200 puM foram capazes de manter a fotossintese constante na condicdo de
estresse. No quinto dia pds aplicagdo, os maiores valores de fotossintese foram
observados na condi¢do controle e os efeitos de doses ndo foram observados. Em
conjunto, esses resultados demonstram que, no estadio RS, a aplicacdo de ABA exerce
efeito modulador de curta duragdo, sendo a disponibilidade hidrica o principal fator
determinante da resposta fisiologica das plantas.

Na fase R5, ha um alto direcionamento do fluxo de carbono para as vagens.
Alteracdes na relagdo fonte—dreno podem aumentar o contetido de ABA foliar, fechando
os estdmatos, porém, a planta ¢ capaz de regular o metabolismo para reestabelecer o
direcionamento de fotoassimilados para o desenvolvimento dos graos (Castro et al., 2019;
Setter et al., 1980). Esse ajuste pode explicar por que o efeito regulador do ABA ¢
momentaneo e, apods poucos dias, GS e fotossintese passam a responder somente ao
regime hidrico. A reducgdo da sensibilidade estomatica ao ABA também pode ter sido
proporcionada pelo aumento do ABA endogeno, desencadeado pelo déficit hidrico, por
conta da ativagdo de vias de etileno e outros sinais (Antonietta et al., 2023; Castro-
Valdecantos et al., 2023; Pa et al., 2022; Xu et al., 2023).

Em soja sob estresse por baixas temperaturas, por exemplo, os niveis de etileno
tornou os estdmatos pouco responsivos ao ABA exdgeno (Antonietta et al., 2023). Uma
resposta semelhante pode ter ocorrido em RS, assim, a maior demanda de carbono para
as vagens, em conjunto com o acimulo de ABA endo6geno e outros reguladores, pode ter

limitado a amplitude de resposta ao ABA exogeno.
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Figura 7. Efeito da aplicagdo de ABA (uM) sobre a condutincia estomatica (mol H>O
m? s ) e a fotossintese (umol CO> m? s™!) no estddio RS na cultivar de soja BR 16
submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: indugdo de déficit hidrico).
Barras representam a média + erro padrao (n = 5). Letras diferentes indicam significancia

entre tratamentos (Letras mintisculas: dose, letras maitsculas: regime hidrico, p <0,05).
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Em contraste com os resultados obtidos para a cultivar BR 16, a linhagem
transgénica 1Ea2939 apresentou, no estddio RS, valores de GS e fotossintese
excepcionalmente baixos, ndo havendo significancia estatistica para doses e regimes de
irrigacao em nenhum dos dias avaliados (Quadro 1). O fator que pode ter promovido esse
comportamento atipico, pode ser devido as condigdes ambientais durante essa etapa do
experimento, uma vez que ocorreu um aumento das temperaturas com a onda de ar quente
que atingiu a regido de Londrina durante o periodo da ultima etapa das avaliagdes

fisiologicas do experimento. As médias de temperatura foliar nas demais avaliacdes se
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encontravam em torno de 29+1°C, enquanto que, para a linhagem 1Ea2939 em RS, a
média da temperatura foliar foi de 35°C. Por conta da diferencga de ciclo entre as cultivares
convencional e transgénica (em torno de um més), as plantas BR 16 nao foram atingidas
pelo estresse térmico na mesma intensidade entre os periodos de aplicagdo e avaliagdes,
sendo que estes foram realizados entre os dias 07 e 11 de novembro para BR 16 e entre
05 e 09 de dezembro para 1Ea2939. Ao contrario da cultivar suscetivel a seca, mesmo
sob estresse, as plantas tolerantes ndo apresentaram murcha foliar em nenhum dos
tratamentos aplicados, indicando manuten¢do do estado hidrico mesmo sob elevada

temperatura.

Quadro 1. Efeito da aplicagdo de ABA sobre a condutancia estomatica (GS: mol H>O
m™ s!) e a fotossintese (umol CO, m™ s™!) no estddio R5 na linhagem de soja 1Ea2939

submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: indu¢do de déficit hidrico).

1° Dia 4° Dia

Dose Irrigagdo  GS  Fotossintese Dose Irrigacdo GS Fotossintese
0 uM C 0,025 4,870 0uM C 0,156 10,897
50 uM C 0,033 2,763 50 uM C 0,130 8,370
100 uM C 0,023 0,399 100 uM C 0,114 6,508
200 uM C 0,008 1,061 200 uM C 0,100 6,962

0 uM D 0,059 7,070 0 puM D 0,171 9,135

50 uM D 0,028 3,164 50 uM D 0,127 7,745
100 uM D 0,024 1,595 100 uM D 0,113 9,969
200 uM D 0,015 0,610 200 uM D 0,156 8,258

2° Dia 5° Dia

Dose Irrigagdo  GS  Fotossintese Dose Irrigagdo GS Fotossintese
0 uM C 0,068 13,691 0 uM C 0,1067 4,1600
50 uM C 0,055 13,127 50 uM C 0,1096 3,6738
100 uM C 0,035 10,909 100 uM C 0,1206 6,1126
200 uM C 0,043 10,067 200 uM C 0,0825 3,9726

0 uM D 0,044 11,714 0 puM D 0,1610 6,2794
50 uM D 0,047 12,151 50 uM D 0,0816 4,1228
100 uM D 0,053 10,799 100 uM D 0,0667 4,6335
200 uM D 0,064 12,891 200 uM D 0,1580 5,1408

A aplicacdao exdgena de ABA em plantas que ja superexpressam fatores de
transcricdo AREB/ABF pode acabar potencializando a resposta de defesa. De acordo com
Fujita et al. (2005), os fatores de transcri¢do Arebl requerem uma modificacdo pos-
traducional (fosforilagdo) mediada por quinases da familia SnRK?2, as quais sao ativadas

pela presenga de ABA. Portanto, a aplicacao externa do fitormdnio ndo apenas sinaliza o
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estresse, mas garante que as proteinas AREB1 produzidas pelas plantas transgénicas
sejam efetivamente ativadas para se ligarem aos elementos ABRE nos promotores de
genes de protegdo, como as proteinas LEA e desidrinas.

Outro padrao observado foi a progressiva redugao da resposta as doses de ABA a
partir do terceiro dia pos aplicagdes, tornando-se nula para todos os tratamentos a partir
do quinto dia p6s aplicagdes. O acido abscisico ¢ um fitormonio extremamente sensivel
a radiacao UV, que reduz consideravelmente sua disponibilidade e eficiéncia. De modo
geral, sdo necessarios apenas 24 minutos de exposicao a radiacdo solar para a total
inativacao da molécula (Cao et al., 2013; Gao et al., 2016). Nao foram encontrados
estudos que apontem que a aplicacdo de ABA via substrato seja mais efetiva que a
pulveriza¢do do hormonio nas folhas da soja, porém, por conta da rapida fotodegradacdo
da molécula, essa possibilidade ndo deve ser descartada. Trabalhos como o de Travaglia
et al. (2009), no qual as aplica¢des foliares de ABA foram realizadas ao entardecer com
o objetivo de evitar a degradacdo desse produto, fortalecem a hipodtese citada. Todavia,
mesmo que isso seja realidade, a provavel atenuacdo do processo degradativo do ABA
pode ndo ser suficiente em longos periodos e este pode ter sido o motivo das perdas de
resposta as doses aplicadas.

Estratégias para aumentar a fotoestabilidade do ABA tém sido estudadas. Os
resultados obtidos por Gao et al. (2016), indicaram uma melhora significativa na
fotoestabilidade do ABA pela aplicagdo de absorvedores de UV. As concentracdes de
trans-ABA e, especialmente, as razoes trans-ABA/ABA na solugao de ABA em metanol
ap6és 8 min de irradiagdo foram significativamente reduzidas pela adigdo dos
absorvedores de BP-4 (Benzofenona-4) e UV-531 (Benzofenona-12). A aplicacdo
combinada de ABA a 280 mg/l e BP-4 a 200 mg/l em solu¢do aquosa manteve 68% de
ABA efetivo ap6s 2 h de irradiacdo UV, 56% ap6s 4 h e 44% apos 8 h. O teor de ABA
apo6s 8 h de irradiacao UV com a adigdao de BP-4 foi 1,3 vezes maior do que com o ABA
i1solado. No estudo de Cao et al. (2013), o nanoencapsulamento de ABA em particulas de
lignina alcalina (AL), em conjunto com o brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB)
apresentou melhor comportamento de liberagdo controlada, maior desempenho
antifotdlise e maior estabilidade térmica do que a molécula desprotegida. Sem protegao,
o0 ABA degradou-se rapidamente sob irradiacdo, e cerca de 80% do ABA foi convertido
em 5 h. Em contraste, 0 ABA nanoencapsulado foi significativamente mais estavel sob

irradiacdo UV, e mais de 75% do ABA pdde ser retido apos 60 h de irradiagdo.
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A cultivar BR 16 sob aplicacdo de ABA no estadio R1 (Quadro 2) ndo apresentou
diferenga estatistica em nenhum dos pardmetros agronomicos avaliados, tanto em
resposta as doses, como entre as duas condigdes hidricas. Esse resultado indica que,
apesar do breve efeito sob os parametros fisioldgicos de GS e fotossintese, a aplicacdo de
ABA em R1 nio foi suficiente para reduzir as perdas de produtividade.

A auséncia de efeito sobre a produtividade sugere que o estadio R1 ndo representa
um periodo critico para a modulagdo hormonal com vistas a mitigagao de perdas causadas
pelo déficit hidrico, uma vez que as plantas apresentam maior plasticidade fisiologica
nessa fase inicial do periodo reprodutivo. Durante os estadios reprodutivos iniciais, a
planta produz uma alta quantidade de flores e legumes, o que possibilita a compensagao
de potenciais perdas de produtividade causadas pelo abortamento dessas estruturas via
emissao de novas flores e/ou redistribuicdo de assimilados. Nessas fases, o ABA atua
principalmente na sinalizagdo de estresse, limitando o desenvolvimento sem que haja
impacto na produtividade se ndo houver uma situacdo de estresse suficientemente
limitante (He et al., 2019; Kumar et al., 2022; Mo et al., 2022). A aplicacio de ABA
exdgeno em soja durante o periodo vegetativo melhorou o ajuste osmético e a eficiéncia
de uso de agua, mas sem efeito em ntimero de flores, aborto floral, nimero de sementes
ou rendimento em diferentes condigdes de irrigagdo (He et al., 2019). Isso sugere que, em
determinadas fases/condicdes, 0 ABA ¢ capaz de afetar caracteristicas fisioldgicas, o que
pode ndo refletir no balango final do rendimento.

Em RS5, a demanda de assimilados pelos graos ¢ maxima, sendo que a cultura
apresenta menor capacidade de compensacao de perdas nesse estagio. O trabalho de
Cerrudo et al. (2025) indica que o periodo critico para a determinagdo da produtividade
abrange os estddios R4 a R7, com pico de sensibilidade em torno de R5.5. A maior
sensibilidade ao numero de graos foi mostrada de R3 a R6, enquanto que as maiores
redugdes nos valores de peso dos graos ocorreram de R5 a R7. O mesmo trabalho ainda
apontou que a maior compensagao de produtividade ocorre até o estadio R4. Tais fatos
indicam que estratégias que preservem a fotossintese e o fornecimento de assimilados
nessa fase tendem a resultar em menores perdas de produtividade. Como ja descrito para
soja e outras culturas, o ABA exdgeno provavelmente atenuou os efeitos do estresse ao
preservar a area foliar funcional, melhorar o estado hidrico, reduzir a peroxidacao lipidica,
estabilizar o estado redox e favorecer o enchimento de graos através do maior
direcionamento de carboidratos para as sementes (Collin et al., 2025; He, et al., 2019;

Hong-Tao et al., 2023; Jiang et al., 2022; Travaglia et al., 2009; Xiang et al., 2024).
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Dessa forma, enquanto que em R1 a alta capacidade de compensacao dilui o efeito
do ABA sobre a produtividade, em RS5 a aplicagdo do hormdnio atua sobre uma janela
critica de baixa compensagao e alta dependéncia de assimilados, reduzindo as perdas de
rendimento. Além disso, o carater transitorio das respostas fisioldgicas ao ABA,
associado a rapida degradacao do hormoénio, provavelmente limitou a duragdo do efeito
protetor, impedindo que os ajustes fisiologicos observados se refletissem em beneficios

agrondmicos de longo prazo.

Quadro 2. Paramétros agrondmicos pos aplicagdo de ABA no estadio R1 em plantas de
soja da cultivar BR 16 submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: indugdo

de déficit hidrico).

e < Peso Peso
gagto| Alura Neae | N O | Vagens Vawen| Tl gy |xea am | v
(m) AMOS | taule Ramos| Caule Ramos Vagens Vaét)}ns raos E‘;l)os ®

0 uM C 1,01 15 48 9 58 70 35,04 146 23,36 |153,84

50 uM C 1,02 15 48 13 67 80 43,43 176 28,27 |169,62
100 uM C 1,10 10 14 59 14 91 104 49,76 199 31,06 |152,63
200 uM C 1,13 9 15 43 14 64 79 42,69 174 27,44 |157,04
0 uM D 1,01 10 15 51 11 76 87 42,98 194 28,63 |148,06

50 uM D 1 16 40 10 59 72 38,46 149 2498 | 157,65
100 uM D 1,03 15 46 10 69 81 44,16 167 27,85 |166,84
200 uM D 1,09 15 50 12 85 99 49,18 | 203 31,41 |157,46

PMS: Peso de mil sementes.

Em contraste com o tratamento controle sem aplicacdo de ABA, que apresentou
reducdes significativas no peso de vagens e graos, na condi¢do de déficit hidrico, todas
as doses de ABA aplicadas em RS na cultivar BR 16 foram capazes de manter esses
parametros em niveis similares aos observados no tratamento irrigado, o que indica que
aaplicagdo de ABA no estadio R5 foi eficiente para mitigar os efeitos negativos do déficit
hidrico sobre o enchimento dos graos e capaz de reduzir as perdas de produtividade em
soja (Figura 8). O estddio RS representa um periodo de elevada demanda por
fotoassimilados, no qual pequenas alteragdes na disponibilidade hidrica podem resultar
em perdas significativas de rendimento. A manutencao do peso de vagens e de graos sob
déficit hidrico sugere que o ABA atuou como modulador fisioldgico, promovendo maior
eficiéncia no uso da 4dgua e preservacao da atividade metabodlica durante uma fase critica
para a definicdo da produtividade. Além disso, os demais parametros agrondmicos

avaliados ndo demonstraram diferenga estatistica significativa (Quadro 3).
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Figura 8. Efeito da aplicacdo de ABA (uM) sobre peso de vagens e de graos no estadio
R5 na cultivar de soja BR 16 submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D:
inducdo de déficit hidrico). Barras representam a média + erro padrao (n = 5). Letras
diferentes indicam significancia entre tratamentos (Letras mintsculas: dose, letras

maitsculas: regime hidrico, p <0,05).
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Fonte: O autor, 2026.

Quadro 3. Paramétros agrondmicos pos aplicacdo de ABA no estadio RS em plantas de
soja da cultivar BR 16 submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: indugdo

de déficit hidrico).

Dose  rrgagio | Altwra Node | T8 T | VS VIS T Nede| puis
(i) LEEos caule Ramos| Caule Ramos | Vagens o) )
0 uM C 1,27 7 16 28 27 58 87 186 | 145,70
50 uM C 1,37 6 15 29 23 46 67 137 | 136,23
100 uM C 1,32 6 16 31 24 57 78 171 | 151,69
200 uM C 1,32 7 17 30 20 59 75 164 | 161,15
0 uM D 1,37 6 16 36 23 52 77 157 | 137,75
50 uM D 1,43 7 17 33 21 64 85 182 | 150,92
100 uM D 1,31 6 17 30 19 51 68 153 | 140,29
200 uM D 1,55 6 15 28 30 49 80 172 | 160,70

PMS: Peso de mil sementes.

A linhagem 1Ea2939 ndo apresentou diferenga estatistica significativa em resposta
as doses de ABA e aos regimes de irrigacdo para nenhum dos parametros agronomicos
avaliados, tanto para as aplicacdes realizadas em RI1 (Quadro 4), quanto para os
tratamentos aplicados no estadio R5 (Quadro 5). A auséncia de resposta ao déficit hidrico
esta em conformidade com o que ¢ apresentado na literatura, ja que gendtipos com
introducao de AtAREBI, incluindo a linhagem 1Ea2939, mostram maior sobrevivéncia e
melhor desempenho fisioldgico sob seca, apresentando menor transpiragdo diaria e

melhor equilibrio na manutencdo do teor relativo de agua, sem que haja perdas de

1] 100
] 200
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rendimento em relagdo a linhagens convencionais. Em campo, transgénicos de soja
AtAREBI exibiram maior uso intrinseco de 4gua, maior indice de area foliar e manutengao
de rendimento e qualidade de graos que os materiais convencionais quando nao houve
irrigacao (Barbosa et al., 2013; Caranhato et al., 2022; Fuganti-Pagliarini et al., 2017,
Fuhrmann-Aoyagi et al., 2021; Marinho et al., 2015).

Quadro 4. Paramétros agrondmicos pos aplicagao exdgena de ABA no estadio R1 em
plantas de soja da linhagem 1Ea2939 submetida a dois regimes hidricos (C: controle

irrigado, D: indugdo de déficit hidrico).

, , Peso Peso
Altura  N° de Nos Nos | Vagens Vagens | Total das N° de dos PMS
Dose Irrigacio no nos no nos de = ~
(m) Ramos Vagens | Graos Graos (g)
caule Ramos | Caule Ramos | Vagens @) @

0 uM C 1,09 10 20 51 14 47 67 38,59 142 25,18 | 177,30
50 uM C 1,09 9 19 54 8 44 57 35,51 130 23,73 | 183,64
100 uM C 1,04 10 18 57 10 58 71 40,80 150 26,94 | 178,62
200 uM C 1,07 9 20 43 10 41 55 33,44 126 22,45 172,36

0 uM D 1,07 10 19 58 9 54 63 37,79 135 27,35 185,43
50 uM D 1,00 9 18 50 12 50 68 39,10 154 26,51 | 175,52
100 uM D 1,07 9 20 56 8 52 60 38,77 142 26,08 |186,13

200 D 1,07 10 20 61 7 48 57 35,98 131 2441 191,13

PMS: Peso de mil sementes.

Quadro 5. Paramétros agrondmicos pos aplicacdo exdgena de ABA no estadio RS em
plantas de soja da linhagem 1Ea2939 submetida a dois regimes hidricos (C: controle

irrigado, D: indugdo de déficit hidrico).

. , Peso Peso
Altura  N° de Nos Nos | Vagens Vagens | Total das N° de dos PMS
Dose Irrigacio no nos no nos de ~ ~
(m) Ramos Vagens | Graos Graos (g)
caule Ramos | Caule Ramos | Vagens @ )

0 uM C 1,41 9 19 43 245 67 83 39,84 170 26,14 g | 148,91
50 uM C 1,45 6 19 36 18 36 53 30,17 132 21,00 g | 167,95
100 uM C 1,56 8 19 39 13,5 47 56 30,74 129  21,75g | 172,32
200 uM C 1,47 8 17 35 21 49 69 38,63 166 26,26 g | 165,32

0 uM D 1,58 8 19 36 16,5 41 54 28,96 115  20,15g 169,73
50 uM D 1,61 7 18 37 22 43 66 39,99 146 25.41¢g|167,54
100 uM D 1,57 7 18 37,5 14,5 40 55 27,73 115  20,04g|176,04

200 D 1,46 8 19 44 19 53 81 41,23 170 28,44 g | 167,73

PMS: Peso de mil sementes.

A auséncia de diferenca entre controle e déficit para os pardmetros agrondmicos

avaliados ¢ compativel com a tolerancia ao déficit hidrico descrita para a linhagem
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1Ea2939, mas também pode indicar que a intensidade e/ou duragdo do estresse,
combinadas aos mecanismos de evitagdo apresentados pelo genotipo, nivelaram a

condi¢do hidrica entre tratamentos ao longo do ciclo, reduzindo o contraste de

produtividade.
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10. CONCLUSAO

A aplicacao exdgena de acido abscisico (ABA) via substrato em plantas de soja
induz respostas fisioldgicas rédpidas, caracterizadas pela redugdo da condutancia
estomatica e pela modulacdo da taxa fotossintética. A intensidade e persisténcia dessas
respostas sdo influenciadas pelo gendtipo, pelo estddio fenologico e condigdes
ambientais. A linhagem transgénica 1Ea2939 exibiu maior estabilidade fotossintética em
comparagao a cultivar BR 16 apos aplicagao de ABA. A aplicacao de ABA no estadio R5
mostrou-se superior a aplicagdo em R1, sendo capaz de mitigar os danos causados pelo
déficit hidrico e preservar o peso de vagens e graos para a cultivar BR 16. A tolerancia
da linhagem 1Ea2939 atenuou os efeitos do déficit hidrico induzido, fazendo com que

nao houvesse reducao na produtividade.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

A futura validagao dos eventos 8E, 8S e 8T, por meio de ensaios sob déficit hidrico
associados a analise da expressao génica, sera fundamental para confirmar se a ativagao
da via de transducdo do ABA confere a tolerancia esperada nesses novos gendtipos. Tais
fornecerdo subsidios para a defini¢do de estratégias de engenharia genética via transgenia
e edicao génica.

A aplicacao exdgena de ABA possui potencial como atenuador de estresse hidrico
em soja, especialmente em fases criticas de definicdo de rendimento, sugerindo-se que
estudos futuros explorem formulagdes que aumentem a fotoestabilidade da molécula para
prolongar seu efeito protetor. As posteriores analises da expressao génica e metabolomica
das plantas avaliadas auxiliardo na compreensdo dos efeitos fisioldgicos e agrondmicos

observados no presente trabalho.
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ANEXOS

ANEXO A - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO LB LiQUIDO

- Em um Becker de 1 L adicionar:
* 5 g de extrato de levedura;

* 10 g de bacto peptona;

* 5 gde NaCl.

- Completar o volume para 900 mL com agua destilada.

- Ajustar o pH para 7,0.

- Completar o volume para 1 L, aliquotar e autoclavar.

- Resfriar o meio até 60 °C e adicionar os antibidticos especificos para a estirpe e a

construcao em uso.

ANEXO B - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO DE CO-CULTIVO LiQuIDO (CCM)

- Em um Becker de 1 L adicionar:

* 0,32 g de Gamborg's B-5 Basal Salt Mixture,

* 1 mL de solucao de vitamina Gamborg’s (1000X);

* 4,26 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfonico etanosulfonico monohidratado (MES);
* 30 g de sacarose;

334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.mL™).

- Completar o volume para 900 mL com agua destilada.
- Ajustar o pH para 5,4.

- Completar o volume para 1 L, aliquotar em frascos de 250 mL e autoclavar.

Resfriar o meio até 60 °C e adicionar os componentes previamente filtro esterilizados:
* 1 mL de ditiotreitol (DTT) 1 M
200 pL de Silwet L-77

250 uL de 4cido giberélico (1 mg.mL™")

200 pL de acetoseringona (1 M)
* 1 mL de tiosulfato de sodio (1 M)
+ 4 mL de cisteina (100 mg.mL"").
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ANEXO C - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO DE GERMINAGCAO (MG)

- Em um Becker de 1 L adicionar:

* 3,2 de Gamborg’s B-5 Basal Salt Mixture,

* 1 mL de solucao de vitamina Gamborg’s (1000X);

* 0,64 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfonico etanosulfonico monohidratado (MES);

* 30 g de sacarose.

- Completar o volume para 900 mL com agua destilada.

- Ajustar o pH para = 5,6-5,7.

- Completar o volume para 1 L e adicionar em um Erlenmeyer de 2 L contendo 6,5 g de
agar e autoclavar.

- Resfriar o meio até 60 °C e distribuir em placas de Petri (90 x 15 mm).

ANEXO D - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO DE CO-CULTIVO SOLIDO (CCM)

- Em um Becker de 1 L adicionar:

* 0,32 g de Gamborg's B-5 Basal Salt Mixture;

* 1 mL de solu¢ao de vitamina Gamborg’s (1000X);

* 4,26 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfonico monohidratado (MES);
* 30 g de sacarose;

334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.mL™).

- Completar o volume para 900 mL com &gua destilada.

- Ajustar o pH para 5,4.

- Completar o volume para 1 L e adicionar em um Erlenmeyer de 2 L contendo 4 g de
agar e autoclavar.

- Resfriar o meio até 60 °C e adicionar os componentes previamente filtro esterilizados:
* 1 mL de ditiotreitol (DTT) 1 M;

+ 250 pL de 4cido giberélico (1 mg.mL™);

* 200 pL de acetoseringona (1 M);

* 1 mL de tiosulfato de sédio (1 M);

* 4 mL de cisteina (100 mg.mL™);

* Distribuir o meio em placas de Petri (90 x 15 mm).
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ANEXO E - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO DE INDUCAO DE

MULTIBROTAMENTO 1 (SIM1)

- Em um Becker de 1 L adicionar:

* 3,2 g de Gamborg’s B-5 Basal Salt Mixture;

* 1 mL de solu¢ao de vitamina Gamborg's (1000X);

* 0,64 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfonico monohidratado (MES);
* 30 g de sacarose;

334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.L™).

- Completar o volume para 900 mL com agua destilada.

- Ajustar o pH para = 5,6-5,7.

- Completar o volume para 1 L e adicionar em um Erlenmeyer de 2 L contendo 7 g de
agar e autoclavar.

- Resfriar o meio até 60 °C e adicionar os componentes previamente filtro esterilizados:
+ 2 mL de meropene (12,5 mg.L);

* Distribuir o meio em placas de Petri (90 x 15 mm).

ANEXO F - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO DE INDUCAO DE

MULTIBROTAMENTO 2 (SIM2) - COM AGENTE SELETIVO

Em um Becker de 1 L adicionar:
* 3,2 gde Gamborg's B-5 Basal Salt Mixture;
* 1 mL de solu¢do de vitamina Gamborg’s (1000X);

0,64 de 4cido 2-(n-morfolino) etanosulféonico monohidratado (MES);
* 30 g de sacarose;

334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.L™).

- Completar o volume para 900 mL com agua destilada.
- Ajustar o pH para = 5,6-5,7.
- Completar o volume para 1 L e adicionar em um Erlenmeyer de 2 L contendo 7 g de

agar e autoclavar.
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- Resfriar o meio até¢ 60 °C e adicionar os componentes previamente filtrados e
esterilizados:

+ 2 mL de meropene (12,5 mg.L!);

* Adicionar o agente seletivo na concentracao recomendada;

* Distribuir o meio em placas de Petri (90 x 15 mm).

ANEXO G - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO DE ALONGAMENTO (SEM)

Em um Becker de 1 L adicionar:

* 4,4 g de meio MS (Murashige e Skoog, 1962);

1 mL de solugdo de vitamina Gamborg’s (1000X);

0,64 g de de acido 2-(n-morfolino) etanosulfonico monohidratado (MES);

* 30 g de sacarose.

- Completar o volume para 900 mL com agua destilada.

- Ajustar o pH para = 5,6-5,7.

- Completar o volume para 1 L e adicionar em um Erlenmeyer de 2 L contendo 7 g de
agar e autoclavar.

- Resfriar o meio até 60 °C e adicionar os componentes previamente filtro esterilizados:
* 500 pL de acido giberélico (1 mg.mL™);

+ 2 mL de meropene (12,5 mg.L");

» Adicionar o agente seletivo na concentragdao recomendada;

+ 1 mL de asparagina (50 mg.L!);

+ 1 mL de 4cido piroglutdmico (50 mg.L™);

+ 1 mL de zeatina (0,5 mg.L™");

100 uL 4cido 3-indol acético (1 mg.mL™1);

* Distribuir o meio em placas de Petri (90 x 20 mm).

ANEXO H - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DO MEIO MEIO DE ENRAIZAMENTO (RM)

- Em um Becker de 1 L adicionar:
* 2,2 g de meio MS (Murashige e Skoog, 1962);
* 1 mL de solucao de vitamina Gamborg's (1000X);

* 0,64 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfonico monohidratado (MES);
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* 20 g de sacarose.

- Completar o volume para 900 mL com agua destilada.

- Ajustar o pH para = 5,6-5,7.

- Completar o volume para 1 L e adicionar em um Erlenmeyer de 2 L contendo 7 g de
agar e autoclavar.

- Resfriar o meio até 60 °C e distribuir 0 meio em magentas e/ou copos de plastico.

ANEXO I — AJUSTES DE REGRESSAO PARA OS PARAMETROS DE CONDUTANCIA

ESTOMATICA E FOTOSSINTESE EM FUNCAO DAS DOSES DE ACIDO ABSCISICO

Figura 9. Ajustes de regressao para os parametros de condutancia estomatica (mol H,O
m? s ) e fotossintese (umol CO2 m™?s!) no estadio R1 na cultivar de soja BR 16
submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: inducdo de déficit hidrico).
Barras representam a média + erro padrao (n =5, p <0,05).
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Figura 10. Ajustes de regressdo para os parametros de condutancia estomatica (mol H.O
m? s ) e fotossintese (umol CO2 m2s™) no estddio R1 na linhagem de soja 1EA2939
submetida a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: inducdo de déficit hidrico).

Barras representam a média + erro padrao (n =5, p <0,05).
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Figura 11. Ajustes de regressao para os parametros de condutancia estomatica (mol H.O
m?s!) e fotossintese (umol CO2 m?s™) no estddio RS cultivar de soja BR 16 submetida
a dois regimes hidricos (C: controle irrigado, D: indugdo de déficit hidrico). Barras
representam a média + erro padrao (n =5, p < 0,05).
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Fonte: O autor, 2026.




