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RESUMO

Foram registradas na safra 2022 quedas de producao da soja comparadas a safra de 2021
causadas principalmente por déficit hidrico. Quando had ocorréncia de seca no periodo
reprodutivo da soja, as perdas sdo intensificadas devido o aborto de flores e vagem diretamente
associadas ao rendimento final. Analises de RNA-Seq podem elucidar variagdes moleculares
de respostas a seca. Nesse contexto, o objetivo foi prospectar genes associados ao abortamento
em bibliotecas de RNA-Seq de soja submetidas ao déficit hidrico. O déficit hidrico provocou
reducdo nos parametros fisioldgicos com impactos de 50% sob a taxa fotossintética, efeitos
diretos nos componentes do rendimento final em ambos os genotipos, acarretando no aborto de
25% de vagens, com consequente redu¢do de sementes e peso dos graos. O déficit hidrico
aplicado gerou 544 DEGs responsivos a seca, correspondendo a 108 e 436 genes em flores e
vagem, respectivamente. Também detectou a regulacdo negativa de expressao génica da
atividade catalitica e o enriquecimento da atividade do reservatorio de nutrientes relacionados
a processos metabolicos primarios. Foi identificado genes promissores associados ao processo
de ativagdo de abscisdo como LRR Receptor-like serine/threonine, fatores de transcrigdo e
enzimas modeladoras da parede celular, em destaque as expansinas e hidrolases XTH
(Xiloglucano endotransglucosilase) que sao associados ao abortamento de flores e vagem.
Evidenciamos os impactos diretos no rendimento final da soja e genes associados ao
abortamento de estruturas como flor e vagem quando ha a ocorréncia de estresses hidrico na
fase critica de desenvolvimento reprodutivo da soja.

Palavras-chave: Déficit hidrico; Aborto de flor e vagem; RNA-Seq; Expressdo diferencial;
Glycine max.



ABSTRACT

In the 2022 harvest, soybean production drops were recorded compared to the 2021 harvest,
mainly caused by water deficit. When there is a drought in the reproductive period of soybean,
losses are intensified due to abortion of reproductive structures like flowers and pods directly
associated with the final yield. RNA-Seq analyzes can elucidate molecular variations and the
expression profile of drought response genes. In this context, the objective was to prospect
genes associated with abortion in RNA-Seq libraries in the reproductive phase of soybeans
under water deficit. The water deficit caused a reduction in the physiological parameters related
to the processes of evapotranspiration and impacts of 50% on the photosynthetic rate. The
experiment was effective because it had direct effects on the components of the final yield in
both genotypes, resulting in the abortion of 25% of pods, with a reduction in the production of
the number of seeds and weight of the grains. The applied water deficit generated 544 drought-
responsive DEGs, corresponding to 108 and 436 genes in flowers and pods, respectively.
Enrichment of genes involvedin the primary metabolic process, regulation of the cellular
process, DNA binding were expressed with high demand in the modulation of gene expression.
It also detected downregulation of catalytic activity and enrichment of nutrient reservoir
activity. Identify genes abscission such as LRR Receptor-like serine/threonine, transcription
factors and cell wall modeling enzymes, especially expansins and XTH hydrolases (Xyloglucan
endotransglucosylase). We evidenced the direct impacts on the final yield of soybean and genes
associated with the abortion of structures such as flower and pod when there is an occurrence
of water stress in the reproductive phase of soybean.

Keywords: Water deficit; Glycine max; flower and pod abortion; RNA-Seq; genes
differentially expressed.
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1 INTRODUCAO

A safra brasileira de soja em 2021/2022 foi de 270 milhdes de toneladas, porém
houveram quedas de producdo de cerca de 14% nos ultimos anos devido a restri¢ao hidrica e
altas temperaturas nas diferentes regioes do pais. Em 2022 os estados mais atingidos pela seca
foram Rio Grande do Sul, Parand e parte do Mato Grosso do Sul, sendo regides criticas devido
as suas influéncias nos dados de producao nacional (CONAB, 2022).

No entanto, esta producao vem sendo ameacada, principalmente devido as mudangas
climaticas previstas para as proximas décadas. Os riscos inerentes as mudancas climaticas sao
estimados em o curto prazo (2021-2040), médio (2041-2060) e longo prazo (2081-2100), em
diferentes niveis de aquecimento global que em média ultrapassam 1,5°C em menos de uma
década. Diante deste cenario, eventos de déficit hidrico poderao ocorrer com maior frequéncia
e intensidade, sendo considerado o principal estresse abiotico capaz de prejudicar o
desenvolvimento e a produtividade de culturas economicamente importantes, como a soja em
curto prazo (IPCC, 2022).

A ocorréncia de déficit hidrico ¢ altamente prejudicial a soja, principalmente, quando
coincide com seu periodo reprodutivo, que compreende ao periodo entre o florescimento e a
formagdo de vagens (FEHR, W. R. et al., 1971). Andlises fenotipicas em cultivares de soja
demonstraram que eventos de déficit hidrico em R2 resultaram em abortamento de flores,
reduzindo o nimero de vagens e sementes produzidas. De modo similar, a ocorréncia de déficit
hidrico em R4 leva a redug@o no numero de vagens e, consequentemente, no numero de graos
(DESCLAUX et al., 2000). Resultados de monitoramento hidrico a campo, demonstraram que
a produtividade da soja declinou de 3,8 kg ha™! para 1,2 kg ha'! quando houve estiagem nos
periodos de florescimento e formagdo das vagens, levando a expressiva reducdo da
produtividade (DESCLAUX et al., 2000).

Ao longo dos ultimos anos, diversas estratégias t€ém sido utilizadas para minimizar
efeitos da seca nas culturas agricolas. Atualmente, a engenharia genética e ferramentas
biotecnoldgicas possibilitaram o desenvolvimento e o avango de plantas mais tolerantes ao
déficit hidrico. Estratégias para tolerancia ao déficit hidrico foram desenvolvidas por meio de
transgenia em soja via insercao de genes de Arabidopsis, que estdo envolvidos em varios
processos bioldgicos associados a resposta a seca, como os genes DREBIA (MARINHO et al.,
2015), GOLS (HONNA et al.,2016), AREB/ (FUGANTI-PAGLIARINI et al.,2017) e NCED3
(MOLINARI et al., 2020).
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Com o avango das técnicas de engenharia genética, como o desenvolvimento da
ferramenta de edicdo de genomas CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) a identificacao de genes enddgenos responsivos a seca afim de edita-los
e obter plantas ndo transgénica vem sendo demandada para garantir maiores democratizagao
das ferramentas técnicas a nivel mundial. Para tal, é primordial identificar qual ou quais sdao
o(s) gene(s) de maior efeito durante os eventos de seca. Assim, estudos de prospeccdo de genes
direcionadas por técnicas como RNA-Seq relacionados aos mecanismos de resposta ao déficit
hidrico em plantas visa entender e identificar os genes endogenos de melhoria da espécie. Uma
vez que a identificacdo de tais genes ¢ indispensavel para elucidar fungdes moleculares e
processos biologicos envolvidos em condigdo de seca, e assim encontrar os genes-chave
capazes de desencadear mecanismos de tolerancia em culturas como a soja através de edi¢dao
génica. Nesse sentido, buscou-se prospectar quais genes e como estes afetam o
desenvolvimento de estruturas reprodutivas, como flores e vagens da soja avaliados
fenotipicamente por parametros fisiologicos e de respostas dos componentes de rendimento.

O abortamento de flores e vagens ¢ um dos principais obstaculos que impedem que a
soja atinja seu maximo potencial produtivo. Sabe-se que, uma vez que o mecanismo do
abortamento de flores e vagem ¢ ativado, o processo de perdas ¢ irreversivel (ESTORNELL et
al., 2013; KIM et al., 2014). Dessa forma, a geragdo de gendtipos de soja tolerantes ao
abortamento devido a seca, ¢ uma alternativa para obtengdo de plantas de soja tolerantes ao
déficit hidrico. A identificacdo e a alteragdo na expressdo de genes responsivos a seca,
envolvidos no abortamento de flores e vagens, podera ser utilizada com o proposito de obter
plantas mais adaptadas a ocorréncia de eventos de déficit hidrico. Nesse sentido, uma vez
identificados tais genes alvo, etapas futuras envolvendo a tecnologia CRISPR/Cas pode ser
utilizada para modular a expressdo dos genes associados ao abortamento de estruturas

reprodutivas e, assim, minimizar perdas na produtividade da soja.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é pertencente a subfamilia Fabaceae da familia
Leguminosae, cujas plantas apresentam reprodugdo por autogamia. Na soja, os Orgaos
reprodutores masculinos ¢ femininos ficam protegidos dentro da corola, que pode apresentar
coloragdo branca, purpura ou tons variando entre ambas as cores dependendo da cultivar
(BOREM, 2005). Dentre as plantas leguminosas, a soja é considerada uma das mais
importantes, devido a composi¢ao dos seus graos, constituidos por 20% de o6leo, 38% de
proteina e 34% de carboidratos, podendo variar essas propor¢des de acordo com o genotipo
(SEDIYAMA et al., 2005; EMBRAPA, 2011).

Os graos de soja podem ser utilizados de diversas formas, desde o uso na alimentacao
humana, produgao de ragdo animal até a produgdo de biocombustiveis. Na alimentagdo humana,
a soja ¢ utilizada como 6leo de soja refinado, farinha, carne de soja, leite de soja, molho de soja
shoyu, entre outros. J& na alimentacdo animal, o farelo da soja ¢ utilizado na produg¢ado de racdes
para aves, bovinos, caprinos, ovinos, suinos e pescados. Nos ultimos anos, houve uma crescente
demanda da produgdo de novos combustiveis renovaveis de fonte vegetal, considerada uma
estratégia mais sustentavel por causar menos danos ao meio ambiente do que os combustiveis
fosseis. Assim, a utilizag@o da soja para produgdo de biocombustiveis € um exemplo de recurso
vegetal a partir do 6leo extraido do grdo, visando o fornecimento de energia limpa para a
industria de biodiesel (SANTOS et al., 2011).

Na safra 2021/2022, a produgdo brasileira de soja foi de 270 milhdes de toneladas, o
que torna esta commodity a de maior destaque no setor do agronegocio nacional (CONAB,
2022). A produtividade de qualquer cultura, inclusive a soja, ¢ dependente de condic¢des
ambientais favoraveis para alcancar seu maximo rendimento. No entanto, a ocorréncia cada vez
mais frequente de episodios de estresses abidticos, como a seca, tem dificultado a manutencao
de tais resultados. Foi registrado queda de 9,2% na produtividade brasileira da soja comparada
a safra 2020/2021 para regides do pais. Essa reducdo foi ocasionada principalmente pela
restri¢ao hidrica associada a altas temperaturas atingindo principalmente estados do Rio Grande
do Sul, Parana e Mato Grosso do Sul (CONAB, 2022).

No caso da soja, especificamente, episddios de seca durante o periodo reprodutivo
causam reducdo dréastica no rendimento de graos, devido ao maior abortamento de flores e

vagem, menor numero de graos por vagem, reducao no periodo de enchimento de graos e
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qualidade, e a aceleragdo da senescéncia foliar. Estas perdas fazem com que a fase reprodutiva
da soja seja a mais sensivel ao déficit hidrico (NEUMALIER et al., 2000; DESCLAUX et al.,
2000).

2.2 Implicacgdes do déficit hidrico na fase reprodutiva

A capacidade das plantas de tolerarem condig¢des de déficit hidrico envolve uma série
de mecanismos de defesa a fim de garantir o sucesso reprodutivo (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Durante o desenvolvimento completo da soja desde a sua
semeadura, ¢ necessario de 450 a 800 mm de agua para obter o rendimento maximo de
producdo. Sendo que o pico méximo de necessidade da agua ocorre no periodo de floragdo e
enchimento de graos, decrescendo logo apos essa etapa, com o inicio da maturacdo. A exigéncia
hidrica da soja no periodo de floragdo e enchimento dos graos até inicio de maturagao (R3-R7)
corresponde a 7 a 8 mm dia™'. Diferentemente do que ocorre na fase de crescimento vegetativo,
cuja necessidade média das plantas é de apenas 1,0 a 1,5 mm dia!. A partir do estddio R8 na
fase de maturacdo plena, o consumo médio de 4gua da soja é de 3,2 mm dia™!, devido ao inicio
de perda de agua ocasionado pela maturagado fisioldgica. Na fase de maturagao fisiologica dos
graos, estes se desligam da planta mae, cessando a translocagdo de fotoassimilados, o que leva
ao decréscimo do teor de umidade e alteracdes na coloragdo verde e tamanho dos graos (FEHR;
CAVINESS, 1977).

A ocorréncia de déficit hidrico durante a formacdo de vagens e enchimento de graos
também resulta em peso de graos reduzidos, fato comprovado via estudos em campo de soja
com e sem irrigagdo. Esses estudos evidenciaram que o tamanho e o peso dos graos sao os
componentes de producdo mais sensiveis ao déficit hidrico quando este ocorre na fase
reprodutiva (DESCLAUX; HUYNH; ROUMET, 2000; RAMBO et al., 2003).

A investigagdo do efeito do déficit hidrico sobre genes responsivos a seca durante o
desenvolvimento de flores e vagem ¢ uma importante estratégia de melhoramento molecular.
Essas informagdes sdo abrangentes em analises do transcriptoma de Arabidopsis, considerada
organismo modelo para estudos de genética de plantas dicotiledoneas. Em Arabidopsis, a seca
afeta a expressdao de varios genes responsaveis pelo desenvolvimento floral, levando ao
desenvolvimento anormal de anteras, menor viabilidade do polen, redugdao do alongamento do
filamento, abortamento de 6vulo e falha na abertura das flores, resultando em abortamento de
flores e frutos (DESCLAUX et al., 2000; LE et al., 2012; SU et al., 2013). Estudo de RNA-Seq

em flores e vagem de soja elucidaram os primeiros genes relacionados ao processo de floragao
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e suas interagdes através de analises da ortologia génica entre genes expressos de Arabidopsis
thaliana e soja. Existem véarios genes ortdlogos do processo de florescimento e respostas
possivelmente semelhantes entre essas espécies, uma vez que diferencas sdo encontradas
devido a varias duplicacdes, delegdes e ganhos em sequencias génicas durante o processo de
diversificacao da espécie (SCHMUTZ et al., 2010, JUNG et al., 2012; MOLINARI et al., 2022).

Durante o periodo de percep¢ao de seca, a quantidade limitada de dgua e nutrientes ¢
distribuida priorizando o desenvolvimento de flores mais velhas e sementes imaturas, as quais
ja tiveram sucesso na fertilidade a fim de balancear a distribui¢ao de nutrientes entre novos
orgaos da planta e os 6rgaos ja existentes. O abortamento de sementes funcionaria como um
mecanismo bioldgico vantajoso evolutivamente visando direcionar 4gua e nutrientes que estao
limitados sob déficit hidrico para o desenvolvimento de um menor numero de sementes (SU et
al.,2013).

Anélises moleculares na fase reprodutiva de trigo (7riticum aestivum) e arroz (Oryza
sativa) em condi¢do de déficit hidrico, mostraram altera¢ao na regulagao de genes associados a
esterilidade masculina, levando a uma reducdo significativa da producdo de graos de pdlen
(SHEORAN; SAINI, 1996; LALONDE et al., 1997; SAINI, 1997). Ja em plantas de milho (Zea
mays), foi relatado que o efeito drastico do abortamento de embrides € maior apos a polinizagdao
(ANDERSEN et al., 2002). Esse fato foi associado a ativacao pelo acido abscisico (ABA) de
mecanismos de sinalizacdo molecular que atuam na senescéncia em ovarios, resultando em
maior esterilidade feminina de milhos fertilizados em situag¢des de seca (KAKUMANU et al.,
2012).

Em soja, os estudos sobre as respostas da expressdo génica a seca foram realizados
durante a fase vegetativa e, recentemente foi avaliado os genes expressos em resposta ao déficit
hidrico durante a fase reprodutiva em tecidos como flor e vagem na cultivar BR16, tecidos estes
ligados diretamente ao rendimento de graos (MOLINARI et al., 2021). Foram identificados o
gene da familia de proteina Hsp20 de choque térmico (Glyma.19G011400), enzima 9-
cisepoxicarotenoide dioxigenase (NCED) (Glyma.08G176300 e Glyma.15G250100), genes
relacionado ao hormoénio como proteina transportadora de auxina (Glyma.03G063900),
receptor ABA (Glyma.11G233300) e etileno (Glyma.18G148000), genes associados a
fotossintese/fechamento de estobmatos como a proteina fosfatase 2C (Glyma.07G164400) e
genes da biossintese e transporte de acucar (Glyma.12G032600, Glyma.13G213300 e
Glyma.14G159900). Através dessa andlise de expressdo génica em larga escala via RNASeq,
evidenciou uma maior quantidade de genes com perfil regulados negativamente em flores, e de

forma contraria uma maior quantidade de genes com perfil regulado positivamente em vagens.
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O que foi relacionado com tecido de flores, sob condi¢des de seca o controle genético tende a
inibir a expressdo génica, demostrando maior sensibilidade ao estresse hidrico. Em vagens, os
genes ¢ vias reguladas positivamente, indicaram maior ativagdo da maquinaria molecular.
Segundo os autores, em tecidos da vagem esta estratégia foi associada com a sobrevivéncia e a
aclimatacdo da formacao de vagens para preservar e transmitir material genético para a proxima
geracdo através do sucesso na formagdo de grdos, mesmo sob o agravante ambiental na

producao final de restri¢ao hidrica (MOLINARI et al., 2021).

Os mecanismos mais conhecidos de resposta a seca podem ser divididos em evasao,
tolerancia e escape. A evasdo estd relacionada a manutencdo do turgor celular, tanto pela
absor¢do de dgua por um sistema radicular abundante, quanto pela redu¢do da perda por
transpiracdo, pela cuticula ou via fechamento estomatico. Ja a tolerancia a seca ¢ um mecanismo
que permite a planta manter o metabolismo, mesmo com a redugdo do potencial hidrico dos
tecidos, devido principalmente, ao acimulo de solutos compativeis como as proteinas
osmoprotetoras e a capacidade antioxidante (VERSLUES et al, 2006). Enquanto no
mecanismo de escape, as plantas apresentam desenvolvimento fenologico rapido, sendo
capazes de completar seu ciclo de vida antes que o déficit hidrico se torne severo o bastante
para provocar danos fisiologicos. Assim, a planta acelera seu desenvolvimento e pode
completar seu ciclo de vida de forma precoce (HEATHERLY; ELMORE, 2004). Além disso,
também pode ocorrer o atraso do florescimento, com aparecimento de flores tardias,
principalmente em episodios de seca de curta duragdo, visando estender o estadio reprodutivo,
pois, quando a umidade retornar, as flores tardias podem compensar a perda de flores que
ocorreu durante o periodo de estiagem (TURNER; WRIGHT; SIDDIQUE, 2001; SALEHI-
LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016).

Do ponto de vista hormonal, a sinalizagdo molecular via ABA, ativa processos chaves
do metabolismo de fitormdnios como o etileno e a auxina, que sdo os principais atuantes no
processo de abortamento de flores e vagem. As condigdes de déficit hidrico podem induzir a
ativacdo de vias metabolicas mediadas pelo ABA, direcionando esse hormonio para estruturas
reprodutivas, onde desencadeia uma rede de interagdes génicas que resultam na mudanca de
concentracdo hormonal e acarreta no abortamento de flores e vagem (LIU; JENSEN;
ANDERSEN, 2004). O déficit hidrico também afeta processos importantes para o
desenvolvimento da planta como a fotossintese, reduzindo a disponibilidade de fotoassimilados
necessarios para a formacdo das sementes, o que prejudica a fase de enchimento de graos

(PINHEIRO; CHAVES, 2011). Para aprofundar o conhecimento e elucidar as fungdes
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moleculares e vias biologicas associadas ao abortamento de estruturas reprodutivas em resposta
a seca, ¢ de suma importancia identificar os genes envolvidos na ativacdo desses mecanismos
de resposta em diferentes culturas, incluindo a soja. A prospecc¢do de tais genes permitird o uso

de estratégias biotecnologicas para o desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca.

2.3 Estratégias biotecnolégicas de tolerancia ao déficit hidrico

As principais respostas fisiologicas da planta sob seca vao desde o fechamento dos
estomatos até a alteragdo da taxa fotossintética e de transpiragdo, levando ao decréscimo da
produ¢do da area foliar e a aceleracdo da senescéncia das folhas (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; NAKASHIMA; SUENAGA, 2017). Estas respostas ao
déficit hidrico sao caracterizadas pela combinagao de agdes moleculares por meio da ativagao
ou inativagdo de genes apds a percepe¢ao do estresse pela planta (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2007).

Em estudos em Arabidopsis, a seca levou a expressao diferencial com regulagdo positiva
dos genes FT (Flusing locus T), CO1 (Cytochrome oxidase subunit 1) e LF'Y (Leafy) envolvidos
na transi¢do do estadio vegetativo para o estadio reprodutivo, por meio da indugao do meristema
apical da parte aérea a produzir flores ao invés de folhas, evidenciando a influéncia do estresse
ambiental como a seca no comportamento de alteragdes dos estadios fenologicos (SU et al.,
2013). A alteragdo no perfil de expressdao desses genes tornara as plantas capazes de ativar
mecanismos de defesa responsaveis por tolerar periodos de duracdo do estresse hidrico

(PEDERSEN, 2004).
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Os fatores de transcricdo mais conhecidos, ativados pela resposta via ABA sdo os da
familia AREB (ABA responsivo — ABA Responsive Element Binding protein). Esses fatores de
transcricao promovem o fechamento estomatico nas células vegetais e regulam a expressao de
muitos genes ABA-induzidos por seca. Outros fatores de transcri¢ao conhecidos, sdo o DREB
(Dehydration Responsive Element Binding protein) responsivo a desidratagdo, e os fatores de
transcrigdo chamado MYC (Mielocitomatose — MyeloCytomatosis) e MYB (Mieloblastose —
MyeloBlastosis), responsaveis pela modulacdo da expressdo de genes envolvidos com o
metabolismo fotossintético, aquaporinas, prolinas, entre outros compostos celulares
(SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).

Outro grupo molecular atuante em respostas a seca sdo os osmolitos, cuja fungdo ¢
realizar a manutencdo do turgor celular, inativacdo de espécies reativas de oxigénio, e
estabilizacdo de proteinas e estruturas celulares. Entre os osmolitos, estdo os aglcares
pertencentes a familia da rafinose, sacarose, trealose e sorbitol, agticares-alcool como o manitol
e proteinas como as chaperonas e as LEA (Late Embryogenesis Abundant) (SEKI et al., 2007).
O entendimento da func¢do destes produtos génicos ¢ de suma importancia, pois permite elucidar
seus efeitos fenotipicos na planta sob condi¢des de déficit hidrico, podendo ser alvos de
modificagdo genética utilizando técnicas de engenharia genética.

Uma alternativa para evitar perdas de produtividade na cultura da soja, devido as
adversidades climaticas, tem sido a geracdo de gendtipos transgénicos tolerantes a seca, via
inserc¢do de genes exdgenos de diferentes espécies. Como o déficit hidrico € o principal estresse
abiotico que limita a producdo da soja, varios estudos visando o desenvolvimento de eventos
de soja geneticamente modificada para tolerancia a seca foram realizados nos ultimos anos.

A superexpressdo de genes de Arabidopsis em plantas de soja, como os fatores de
transcricdo AREBI (Responsive Element Binding protein) que estd envolvido em respostas de
estresse dependentes de 4cido abscisico (ABA), foram geradas usando diferentes estratégias
biotecnoldgicas como biolistica e transformacdo genética. A engenharia de fatores de
transcricdo permite a modificacdo dos padrdes de expressao de genes responsivos a seca €
promoveu melhor crescimento e desempenho fisiologico sob déficit hidrico com maior taxa
relativa de comprimento da parte aérea, condutancia estomatica e fotossintese das linhagens de
soja sob déficit hidrico. Além disso, as plantas geneticamente modificadas apresentaram melhor
desempenho fisioldgico, agrondmico e de crescimento, em comparagao a cultivar convencional
BR16, utilizado como background para a transformacdo (BARBOSA et al.,2012; MARINHO
etal., 2015)
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De modo similar, a introdugdo do fator de transcrigdo DREBIA de A. thaliana, cuja
expressao foi dirigida pelo promotor seca-responsivo rd294 em embrides de soja sensiveis a
seca, também se mostrou promissor. Em ensaio de seca, plantas de soja contendo a construcao
rd294 AtDREBIA apresentam niveis de expressao do fator de transcricao AtDREB1A superior
ao observado nas plantas ndo submetidas ao estresse (ENGELS et al., 2013; FUGANTI-
PAGLIARINI et al., 2017). Linhagens de soja geneticamente modificadas com o gene DREB2
foram caracterizadas quanto as respostas moleculares, fisioldgicas e agrondmicas e obtiveram
resultados superiores comparadas a diferentes eventos e genotipos convencionais (MARINHO
et al., 2022).

Em ensaios a campo, também foi observado nas plantas geneticamente modificadas
maior tolerancia ao déficit hidrico. Neste ensaio foi possivel identificar que a superexpressao
do gene AtDREB2A4 em soja proporcionou aumento da expressao de diversos genes responsivos
a seca, como os que codificam proteinas prolinas e dehidrinas, envolvidas na osmoregulagio;
proteinas de choque térmico, chaperonas que protegem cadeias proteicas em condi¢des de
estresse e; proteinas aquaporinas, que formam canais condutores de agua (FUGANTI-
PAGLIARINI et al., 2017).

Outra classe de genes de interesse para modificagdo genética sao as enzimas que
estabilizam e protegem as membranas celulares chamadas de osmoprotetoras. A superexpressao
do gene AtGOLS?2 em plantas de soja, levou a uma maior produgdo da enzima galactinol sintase
(GOLS) e consequentemente maior sintese dos oligossacarideos da familia da rafinose (RFOs).
Resultando, dessa forma, em maior tolerdncia e maior taxa de sobrevivéncia de plantas em
condi¢gdes de seca (HONNA ef al., 2016). De modo similar, a geracdo de plantas de soja
contendo o gene NCED3 de Arabidopsis (AtNCED3), que codifica a enzima dioxigenase 9-cis-
epoxicarotenoide, essencial para a biossintese do principal hormonio responsivo a seca, 0 ABA,
também resultou em plantas com melhor desempenho em condi¢des de seca (MOLINARI et
al., 2020).

Apesar de promissores, existem muitas implicacdes regulatorias para o
desenvolvimento comercial dos transgénicos, portanto, atualmente se busca por alternativas
para o desenvolvimento de genotipos superiores via engenharia genética. Nesse sentido,
técnicas de edi¢ao de genomas podem ser uma alternativa e permite a geracdo de modificagdes
genéticas de forma dirigida e pontual em qualquer regido do genoma alvo. Como no Brasil,
estudos serdo considerados caso-a-caso e os produtos desenvolvidos via tecnologia CRISPR
ndo serdo classificados como transgénicos. O uso desta ferramenta podera trazer vantagens em

relagdo ao custo de desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos, além de quebrar barreiras de
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aceitacdo publica permitindo a potencializacdo de uso da edicdo génica para geragdo de
genotipos superiores (ENG et al.,, 2013, BELHAJ et al., 2013). Nesse contexto, se faz
necessario a elucidacdo dos genes e suas fungdes a fim de prospectar alvos que possam ser
utilizados na edi¢ao de genomas, como por exemplo, aqueles relacionados com o abortamento

de flores e vagens durante episodios de déficit hidrico.

2.4 Processos biolégicos envolvidos no abortamento de flores e vagens

As plantas de soja produzem uma grande quantidade de flores, porém, de 27% a 84%
dessas estruturas reprodutivas podem ser abortadas de forma natural ou em resposta a algum
estresse (ASCOUGH et al, 2005; ESTORNELL et al, 2013). Esse processo do
desprendimento de 6rgdos da planta ¢ chamado de abscisdo e, ¢ conservado em diferentes
espécies como resposta a uma série de estresses bidticos e abidticos. Dentre os estresses
abioticos, os principais sdo a ocorréncia de temperaturas extremas e de déficit hidrico
(NAVARRO et al., 2002).

Quando ocorre o desprendimento de uma estrutura da planta, um dos mecanismos
envolvidos ¢ a ativagdo da zona de abscisdo. A zona de abscisdo ¢ composta por células
diferenciadas e de funcdo especializada, posicionadas no limite entre 6érgaos como as folhas,
flores e frutos. As células da zona de abscisdo sdo claramente distinguiveis de suas células
vizinhas, pois sd3o menores, possuem citoplasma denso e estdo interligadas por plasmodesmas.
As zonas de abscisdo ndo sao ativas durante todas as fases de desenvolvimento de um 6rgao e
a separagao celular ocorre apenas quando ha a ativacdo de enzimas hidrolases nestas regides
(ESTORNELL et al., 2013; KIM et al., 2014).

Neste processo de abscisdo h4 uma alta coordenagdo de mecanismos moleculares, que
dinamicamente se resume em quatro etapas (ESTORNELL et al., 2013; KIM et al., 2014). A
primeira etapa do processo de abscisdo ¢ a diferenciag@o de células da zona de abscisdao no local
da separacdo entre os 0rgaos. A segunda etapa € caracterizada pela aquisi¢do de competéncia
das células receptoras de sinais de ativacao da zona de abscisdo, mediados principalmente pelos
fitohormonios etileno e auxina. A terceira etapa corresponde ao descolamento entre os 6rgaos,
nesta etapa, uma grande quantidade de genes codificadores de fatores de transcrigdo e genes
que codificam enzimas da degradacdo da parede celular sdo ativados, principalmente as
enzimas hidrolases. E, por fim ocorre a formacdo de uma camada protetora na superficie das

células separadas, reduzindo a perda de agua e criando uma barreira contra o ataque de
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patogenos (PATTERSON et al., 2001; TIWARI et al., 2003; YAMAGAMI et al., 2003; ELLIS
et al., 2005; OKUSHIMA et al., 2005; LEE et al., 2007; SHI et al., 2011;).

O etileno desempenha um papel importante como regulador positivo da abscisdo, sendo
um estimulador eficaz do abortamento de oOrgdos vegetais devido ao aumento da sua
concentragdo (TRANBARGER et al, 2017). Além do etileno, estudos sugerem que o
abortamento de flores ¢ resultado de uma interagdo das vias de sinaliza¢do deste fitormonio
com ABA e auxina. Em condi¢des de seca, o ABA ativa a expressao de dois dos principais
genes envolvidos na biossintese de etileno, o gene LIACS (Aminocyclopropane-1-carboxylate
synthase) e o gene LIACO (Aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase), resultando em
acimulo de etileno que, por sua vez, inibe o transporte da auxina. Assim, hd reducao do
transporte de auxina para determinadas areas vegetais, aumentando a sensibilidade destes
tecidos ao etileno, o que estimula a expressdo de genes associados a producdo de enzimas
hidrolases modificadoras de parece celular (ESTORNELL et al., 2013; WILMOWICZ et al.,
2016).

A principal via de sinaliza¢ao de abscisdo envolve a ativacao dos genes IDA-HAE/HSL?2,
conhecidos como o ligante peptidico Inflorescence deficient in abscission (IDA), as Leucine-
rich repeat protein (LRR) HAESA (HAE) e o HAESA-LIKE?2 (JINN et al., 2000; CHO et al.,
2008; STENVIK et al., 2008; KIM et al., 2019). J& as enzimas hidrolases que realizam extensa
degradacao da estrutura da parede celular em 6rgdos abortados sdo as poligalacturonases
(GONZALEZ-CARRANZA et al., 2002), endotransglucosilases xiloglucanas/hidrolases
(XTH) (SINGH et al., 2011), as B -1,4-glucanases/celulases (EGL, CEL) (DEL CAMPILLO;
BENNETT, 1996) e as expansinas (EXP) (BELFIELD et al., 2005; ESTORNELL et al., 2013;
KIM, 2014; KIM et al., 2019).

Descobertas recentes no transcriptoma de tomate (XU et al., 2016), Arabidopsis
(MCKIM et al., 2008) e soja (KIM et al., 2019) revelaram o papel de importantes fatores de
transcrigdo que acionam as células da camada limite na zona de abscisdo e iniciam este
processo. No ambito evolutivo, a abscisdo € um processo altamente vantajoso, resultando na
dispersao de frutos e sementes. Em um contexto agricola, no entanto, a abscisdo pode se tornar
um fator limitante para a producdo das culturas, principalmente em situagdes de seca, por
aumentar o abortamento além do nivel que ja ocorre naturalmente (ESTORNELL et al., 2013).
A elucidacao de vias bioldgicas responsivas a seca na fase reprodutiva da soja, por meio de
andlise de transcriptoma de flor e vagem pode permitir o entendimento de processos
relacionados a abscisdo de 6rgdos reprodutivos. Dessa forma, a busca de genes diferencialmente

expressos na fase reprodutiva da soja em bibliotecas de RNA-Seq pode elucidar fungdes
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moleculares que possibilitem a identificagdo de potenciais genes para edi¢do via tecnologia

CRISPR/Cas.

2.5 Analise de dados de Transcriptomas

Nos ultimos anos os transcriptomas de diversas espécies, incluindo o da soja, foram
sequenciados e disponibilizados em bancos de dados com uma infinidade de informagdes sobre
os genes. Sendo assim, as possibilidades de elucidar mecanismos de respostas a seca ficaram
mais acessiveis, pois permitem conhecer em larga escala a presenca e o padrio de expressao
dos genes em uma determinada condicao (WINGENDER et al., 2000).

O sequenciamento de RNA (RNA-Seq) ¢ um método capaz de anotar e quantificar
transcritos de RNA. Existem vdrias estratégias metodoldgica de preparacdo de bibliotecas de
RNA-Seq, uma delas ¢ baseada na quimica Ribo-Zero. Nessa metodologia as bibliotecas
resultantes fornecem dados de RNA codificante e RNA nao codificante pela reducdo de RNA
ribossdmico, ampliando o acesso dos genes expressos. Os kits Ribo-Zero preparam as
bibliotecas através da remo¢ao do RNA ribossomico (rRNA) usando sondas biotiniladas que
ligam seletivamente ao rRNA. O hibrido sonda-rRNA ¢ entdo capturado por esferas magnéticas
e removido, deixando o RNA de interesse em solugdo. Este processo minimiza a contaminagao
de rRNA e maximiza a porcentagem de mapeamento exclusivo de mRNA, e de uma grande
quantidade de RNA ndo codificante como os RNAs intergénicos ndo codificadores longos
(lincRNA), pequenos RNAs nucleares (snRNA) e pequenos RNAs nucleolares (snoRNA), que
também atuam como reguladores de sistemas e processos bioldgicos (ILLUMINA, 2015).

Em geral, nas metodologias de constru¢des de bibliotecas de RNA, uma amostra de
RNAtotal ¢ fragmentada e convertida em uma biblioteca de cDNA (&cido desoxirribonucleico
complementar) com adaptadores ligados a uma extremidade (single-end sequencing) ou a
ambas extremidades das sequéncias (paired-end sequencing). As bibliotecas single-end,
permitem ao sequenciador produzir apenas uma leitura do fragmento. Ja as bibliotecas de pares
de leituras (paired-end) produzem duas leituras para cada fragmento de cDNA, uma em cada
extremidade, gerando mais informacdo, que ¢ utilizada no processo de montagem do
transcriptoma (BERGLUND; KITALAINEN; SYVANEN, 2011; MOLINARI et al., 2021).

Os processos de montagem do transcriptoma consistem em limpeza dos reads,
alinhamento, mapeamento e normalizacdo. A normalizacdo dos dados do sequenciamento para
andlises de transcriptoma ¢ importante pois permite comparar conjuntos de dados a partir de

um denominador comum e iguala os valores através de algoritmos que consideram
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comprimento e profundidade das bibliotecas. Um dos indices utilizados ¢ denominado de
transcripts per million (TPM). Este indice considera o comprimento dos genes e a profundidade
do sequenciamento da biblioteca, permitindo visualizar os niveis de expressao reais de um gene
em relagdo a outro ou entre diferentes bibliotecas. O TPM utiliza um valor T (Scaling fator),
que representa a soma de todos os valores de expressao de transcri¢do normalizada dividida por
1.000.000. Os genes diferencialmente expressos sdo observados em uma escala de Log2FC
(Logarithm 2 fold change), que ¢ um valor calculado em logaritmo de base 2, ou seja, o valor
Log2FC 1/-1 e representa uma expressao duas vezes maior/menor de uma determinada amostra
em relacdo a outra (CONESA et al., 2006; MOLINARI et al., 2021).

Os dados de RNA-Seq podem ser utilizadas para a prospeccdo de genes
diferencialmente expressos associados a determinados processos metabolicos através de
plataformas de bioinformatica. Dessa forma, a utiliza¢do de bibliotecas de RNA-Seq pode ser
aplicada para identificar genes diferencialmente expressos nos estadios reprodutivos iniciais da

soja (R2 e R4), cujas plantas foram submetidas ao déficit hidrico em ambiente controlado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Prospectar genes diferencialmente expressos associados ao abortamento de flores e

vagens de soja sob déficit hidrico, via bibliotecas de RNA-Seq.

3.2 Objetivos especificos

* Avaliar a influéncia do déficit hidrico nos processos fisioldgicos e rendimento final de
plantas de soja, nas fases iniciais do periodo reprodutivo (R2 — florescimento e R4 —
Desenvolvimento vagem)

* Avaliar o perfil de expressdo génica em flores e vagens das cultivares contratantes
EMBRAPA 48 (Tolerante) e BR16 (Sensivel) sob déficit hidrico;

* Contribuir com conhecimentos das vias metabolicas de estruturas reprodutivas
acionadas durante estresse por seca;

* Indicar genes-chave com expressao génica induzida por seca no tecido flor e vagem

para futuras estratégias biotecnologicas afim de promover tolerancia a seca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal e condicoes experimentais

Para identificar os mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico presentes na fase
reprodutiva da soja, o experimento de déficit hidrico controlado foi conduzido em Cémara de
crescimento (ELETROLAB, Sao Paulo, BR) na Embrapa Soja (Londrina — Parand). Para tal,
os genotipos de soja selecionados foram BR16, considerado sensivel a seca e EMBRAPA 48
considerado tolerante (OYA et al., 2004). Para instalacdo do experimento, sementes das
cultivares BR16 e EMBRAPA 48 foram tratadas com o fungicida Vitavax® Thiram 200 SC
(200 g L) e germinadas em papel de germinacio, no escuro, por 4 dias, em temperatura
controlada de 28 = 1 °C e umidade relativa (HR) de 100%. Em seguida, as plantulas foram
transferidas para vasos de 5 kg preenchidos com a mistura de solo fertilizado e areia na
proporcao 1:1. Apés o transplante das plantulas, os vasos foram transferidos para Camara de
crescimento sob condi¢des controladas de temperatura (£ 28 °C), fotoperiodo (13h:11h -
Luz:Escuro) e umidade relativa = 78% (HR), onde permaneceram até¢ atingirem o estadio R2,
quando as plantas foram submetidas ao estresse.

Para garantir a aplicagdo do estresse, a umidade gravimétrica do solo (UG) fo1 mantida
em 30% nos vasos das plantas sob estresse, enquanto para a condi¢ao controle foi utilizada UG
de 80%. O calculo da UG foi realizado de acordo com Embrapa (1997), a partir da quantidade

em massa de dgua, determinada pela seguinte equacgao:
U%=100(A-B)/B (Equacao 1)

Sendo:
A - peso da amostra imida;
B - peso da amostra seca;

U% - Umidade gravimétrica.

A partir do célculo da U%, determinada via pesagem dos vasos, definiu-se a UG de
100%, que corresponde a capacidade maxima de dgua que o vaso retém no substrato. A partir
dai foi calculado a quantidade de dgua necessaria para manter as plantas em capacidade de
campo (UG = 80%) até a aplicacao do estresse hidrico (UG = 30%), em R1, nas plantas que

foram submetidas ao déficit hidrico. A ocorréncia do estresse hidrico apos a supressao da
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irrigacdo foi confirmada pela condutancia estomatica foliar. Sendo considerado que as plantas
estavam sob estresse moderado quando a condutancia estomadtica atingiu valores menores que
0,15 mol HO m%s! (FLEXAS; MEDRANO, 2002). Dessa forma, o déficit hidrico foi aplicado
por um periodo de 18 dias apds o inicio de florescimento, o que corresponde aos estadios R2 a
R4. Ao final deste periodo, as plantas foram transferidas para casa de vegetagao e mantidas sob
condi¢des ideais de umidade do solo, até que atingissem o estadio RS.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso (DBC), em esquema
fatorial 2 x 2 sendo 2 condig¢des hidricas, déficit hidrico (DH) e controle (C), e 3 periodos de
avaliagdo (Fases R2 e R4) e coleta de dados de rendimento na fase RS, com 8 repeti¢des,

totalizando 96 vasos.

4.2 Analises fisiolégicas e de rendimento

Os parametros fisioloégicos foram avaliados nos estadios reprodutivos R2 e R4
utilizando o equipamento LI-6400XT (LICOR, Lincoln, NE, USA). As leituras foram
realizadas nos foliolos medianos do terceiro trifélio completamente expandidos, do apice em
relagio a base, sob intensidade luminosa de aproximadamente 1.000 pmoles m™2s!. As
avalia¢des foram iniciadas entre 8 e 11 horas da manha. As variaveis aferidas foram: taxa

fotossintética liquida (A) em pmol de CO> m? s’

; condutincia estomadtica (gs - stomatal
conductance) em mol de H,O m™s™!; taxa de transpiracdo (E) em umol de H,O m? s™!; e teor
de clorofila (Clor) em mg cm™.

Ao atingirem o estadio R2 também foi realizada analise do namero de flores apds 4, 7,
11 e 15 dias de déficit hidrico (NF4, NF7, NF11, NF15; respectivamente). Para estimar o
rendimento final foram contabilizados, o nimero total de vagem (Ntv); o nimero total de
sementes (Nts); peso do grdo (Pg) e a massa seca da parte aérea (MS). Os dados foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando significativos, submetidos ao teste de

comparagdes multiplas de Tukey com p<0.05.

4.3 Extracio do RNA total

Para extragao do RNA total, flores (R2) e vagens (R4) das plantas de soja sob condi¢ao
controle e de déficit hidrico foram coletadas em 8 repeti¢des bioldgicas. Apos a coleta, foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até o uso. O RNA

total das flores e vagens foi extraido utilizando Trizol (Life Technologies, Grand Island, NY,
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EUA) seguindo as especificagdes do fabricante. A quantificagdio foi realizada em
espectrofotometro (NanoDrop) e a integridade do RNA foi avaliada em eletroforese em gel de
agarose (1%). O RNA foi tratado com kit turbo DNAse (Life Technologies, Grand Island, NY,

EUA) para remover o DNA remanescente.

4.4 Analises do transcriptoma via RNA-Seq

As bibliotecas de RNA-Seq compostas por trés repeticdes biologicas, tanto para as
amostras do tratamento controle quanto de déficit hidrico, foram construidas com o Kit
TruSeq® Stranded Ribo-Zero™ para plantas e sequenciadas pelo sistema NovaSeq 6000 da
plataforma Illumina (ILLUMINA, San Diego, CA, EUA). O mapeamento de reads no genoma
referéncia da soja (Glycine max Phytozome v1.1) foi realizado usando a plataforma GeneSifter.
Apobs a montagem do transcriptoma, os dados de expressdo foram normalizados com TPM
utilizado um valor T com FDR < 0,05. Em seguida, os dados foram transformados em uma
escala Log2FC (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010; COVRE, 2013).

Os transcritos obtidos foram anotados funcionalmente a partir de buscas por
similaridade com sequéncias ja depositadas nos bancos de dados de sequéncias do NCBI
(National Center for Biotechnology Information), Phytozome e bancos de dados exclusivos de
soja, como o Soybase e o SoyKB. O diagrama de Venn foi elaborado utilizando as ferramentas
Venn diagram  (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) e InteractiVenn
(HEBERLE et al., 2015) para identificar os genes diferencialmente expressos de maneira
exclusiva e compartilhada entre os tratamentos. Adicionalmente, buscas no banco do Gene
Ontology (http://www.geneontology.org), AgriGO (DU et al., 2010; TIAN et al., 2017)
forneceu informacdes sobre vias metabdlicas relacionadas aos genes candidatos
diferencialmente expressos. As analises exploratorias de genes associados ao abortamento de
flor e vagem foram usadas para a criagdo de um heatmap de expressao génica realizada pelo

software ClustVis (METSALU; VILO, 2015).
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros fisiolégicos e componentes de rendimento

O déficit hidrico (DH) foi aplicado entre a fase R2, quando as plantas apresentaram
plena producao de flores, e R4 quando se observava vagens de até 2 cm (Figura 1). Para garantir
que as plantas estivessem sob DH, a condutincia estomatica (gs) foi monitorada, sendo
considerado estresse hidrico valores de gs abaixo de 0,15 mol H,O m?s! (FLEXAS;
MEDRANO, 2002). Os valores de gs em R2 e R4 ficaram préximos de 0,10 mol H,O m?s™,
confirmando que as plantas sob DH estavam em condi¢des de estresse hidrico moderado

(Tabelal).

Figura 1 — Ensaio de déficit hidrico controlado aplicado na fase reprodutiva da soja, conduzido

em camara de crescimento para fenotipagem de caracteristicas responsivas a seca.
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(A) Plantulas desenvolvidas apos a germinagdo de sementes; (B) Transplantes das plantulas para vasos e
transferéncia para cdmara de crescimento para o monitoramento da umidade gravimétrica do solo em ambiente
controlado; (C) Desenvolvimento de flor sob DH para avaliacdo do rendimento sob DH na fase R2 (gs= 0,19
controle e 0,08 em DH); (D) Desenvolvimento de vagem sob DH para avaliacdo do rendimento sob DH na fase
R4 (gs= 0,29 controle e 0,11 em DH). Fonte: Da autora (2022).
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Além da gs, o DH também impactou negativamente a taxa de transpiragdo (E), sendo
observada um valor duas vezes maior nas plantas sob condi¢des controle, em comparacao as
plantas sob DH, em ambos os estadios de desenvolvimento avaliados (R2 e R4). Nao houve
efeito dos tratamentos hidricos sob a taxa fotossintética (A) em R2, no entanto, esta variavel
teve o maior impacto em R4. Nesse estadio, as plantas sob DH apresentaram diferengas de gs
e taxa de transpiragdo, e reducdo de quase 50% na taxa fotossintética (A) em comparagdo com
as plantas controle. Para o teor de clorofila (Clor), em ambos os estddios foi observado

diferencas significativas entre genotipos, com maior teor na cultivar EMBRAPA 48 (Tabela 1).

Tabela 1 — Respostas fisiologicas das plantas de soja dos genotipos BR16 e EMBRAPA 48 com
déficit hidrico (DH) e irrigada (Controle) nas fases R2 e R4.

Fatores A gs E Clor
R2
Genétipo ns * * *
BRI16 13,50 0,09 b 1,78 b 0,021
EMBRAPA 48 18,38 0,18a 325a 0,024 a
Tratamento ns * * ns
Controle 18,79 0,19a 337a 0,023
DH 13,09 0,08 b 1,67 b 0,022
Efeitos de Interacio
GxT* ns ns ns ns
CV (%) 28,90 60,97 54,89 13,77
DP 8,45 0,08 1,44 0,003
R4
Genotipo ns ns ns ok
BR16 18,12 0,20 3,12 0,020 b
EMBRAPA 48 16,02 0,21 3,13 0,023 a
Tratamento wEX ok ok ns
Controle 21,29 a 0,29 a 422 a 0,022
DH 13,410 0,11b 2,03 b 0,022
Efeitos de Interacao
GxT* ns ns ns ns
CV (%) 23,39 43,44 33,05 14,50
DP 3,99 0,08 1,03 0,003

A - taxa fotossintética liquida (umol de CO> m? s!); gs - condutincia estomatica (mol de H20m™s™"); E - taxa de
transpira¢do (umol de H20 m s!); e Clor - teor de clorofila (mg cm™?). Diferentes letras minasculas indicam que
as médias diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05). G x T - interagdo entre gen6otipos (BR16 e EMBRAPA
48) e condigdo hidrica (Controle ¢ DH); CV(%) - coeficiente de variagdo; DP - desvio padrdo. *significativo -
ANOVA (p <0,05); ns — nao significativo. Fonte: Da autora (2022).
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Em relagdo aos resultados dos parametros fisioldgicos entre os gendtipos no estadio R2,
BR16 e EMBRAPA 48 apresentaram parametros fisiologicos contrastantes, exceto pela taxa
fotossintética, que nao foi afetada em R2 para ambos. A condutancia estomatica (gs) ¢ a taxa
de transpiragdo (E) observadas no gen6tipo EMBRAPA 48, considerado tolerante, foi o dobro
da registrada nas plantas do genotipo BR16, considerada sensivel (Tabela 1). Enquanto, no
estadio R4, apenas o teor de clorofila foi afetado pelos genotipos estudados, sendo maior nas
plantas da cultivar EMBRAPA 48 em comparacdo as plantas da BR16. Nao foi verificado
interagdo significativa nos parametros fisioldogicos entre os genotipos e os tratamentos para
nenhuma variavel fisiologica avaliada (Tabela 1).

Durante o periodo de aplicagdo do DH foi monitorada nos gendtipos a produgdo de
flores em diferentes dias de duracao do estresse hidrico (Tabela 2). Durante a percepgao inicial
do tratamento DH para o nimero de flores com apenas 4 dias apds o inicio da restri¢cao hidrica
(NF4), houve interagdo significativa entre os gendtipos e a condi¢ao hidrica, no qual, as plantas
apresentaram nimero de flores significativamente maior em condi¢do de DH (Figura 2). Com
o avanco do periodo sob DH observou maiores diferencas entre os gendtipos, onde BR16 obteve
uma maior produgdo de flores em contraste com a cultivar EMBRAPA 48. No entanto, sob DH

essas cultivares apresentaram os mesmos limites de produgado de flores.

Tabela 2— Produgao de flores monitoradas durante 15 dias de florescimento para os genotipos
BR16 e EMBRAPA 48 em ensaio controlado de seca.

Fatores NF4 NF7 NF11 NF15
Genotipo *x ns *k ok
BR16 7,67 b 31,59 74,47 a 67,97 a
EMBRAPA 48 16,07 a 31,56 56,84 b 32,06 b
Tratamento *ok ns ns ns
Controle 6,81 b 31,03 65,75 51,59
DH 15,72 a 32,13 65,56 48,44
Efeitos de
Interaciio
GxT * ns ns ns
CV(%) 88,34 51,97 34,47 35,05
DP 10,36 16,41 22,63 17,53

Resultado das médias do numero de flores apos 4 dias de DH (NF4); nimero de flores apos 7 dias de DH (NF7);
numero de flores apds 11 dias de DH (NF11); e numero de flores ap6s 15 dias de DH (NF15). Diferentes letras
minusculas indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05). G x T - Interagdes entre Genotipo x
Tratamento; CV% - coeficiente de variagdo ¢ DP - Desvio Padrido das variaveis testadas para as médias de 8
repeti¢cdes biologicas. Fonte: Da autora (2022).
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Figura 2 — Parametros da produg¢do de flores e percep¢ao inicial do déficit hidrico em BR16 e
EMBRAPA 48. Ap6s 4 dias de déficit de hidrico (NF4) com inducao de floragao
recoce em EMBRAPA 48.
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Letras minusculas indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre condi¢ao hidrica (Controle
e DH). Letras maiusculas indicam diferencas significativas entre genétipos (BR16 ¢ EMBRAPA 48) para as
médias de 8 repeticdes biologicas.NF4: Numero de flores apds 4 dias de Déficit Hidrico. E48-C: EMBRAPA 48
sob controle; E48-DH: EMBRAPA 48 sob déficit hidrico; BR16-C:BR16 sob controle; BR16-DH sob déficit
hidrico (Fonte: Da autora (2022).

Também nao foi verificado diferencas significativas no abortamento de flores e vagens
entre as cultivares testadas, uma vez que em ambos os genotipos houve reducdes no niimero
total de vagens (Ntv), nimero total de sementes (Nts) e peso do grao (Pg) (Tabela 3). O
tratamento de DH teve efeitos no rendimento final para esses componentes em ambos o0s
genotipos. No entanto, ndo foi observado interacdo significativa entre gendtipo x tratamento

nessas variaveis testadas.
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Tabela 3 — Resultados do rendimento final na fase R8 de soja apos déficit hidrico no estagio de
desenvolvimento R2-R4 entre os gendtipos BR16 e EMBRAPA 48.

Fatores Ntv Nts Pg

Genétipo ns ns *

BRI16 71,59 133,09 25,48 b
EMBRAPA 48 72,12 133,76 26,13 a
Tratamento * * *

Controle 82,90 a 156,37 a 29,32 a
DH 60,81 b 110,48 b 22,28 b
Efeitos de

Interacio

GxT ns ns ns

CV (%) 11,55 10,63 10,77

DP 8,30 14,18 2,78

Ntv - nimero total de vagem; Nts - nimero total de sementes; Pg - peso do grdo. Letras minasculas diferentes,
indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05). G x T - Interagdes entre Gendtipo x Tratamento;
CV% - coeficiente de variagdo ¢ DP - Desvio Padrio das variaveis testadas para as médias de 8 repeticdes
biolégicas. Fonte: Da autora (2022).

Foram observadas interagdes significativas entre os genotipos e tratamentos avaliados
em relacdo a produgdo de biomassa da parte aérea, no qual, observou maior impacto no
desenvolvimento de biomassa na cultivar sensivel a seca (BR16) com perdas chegando a
33,87% em situagdes de seca. Ja o genotipo EMBRAPA 48 apresentou redugdo de 7,89% em

situagdes com escassez de d4gua em influéncia a percepgao inicial de estresse hidrico (Figura 3).

Figura 3 — Biomassa sob déficit hidrico em estruturas aéreas nas cultivares de soja BR16 e
EMBRAPA 48, apos restri¢ao hidrica no estadio de desenvolvimento R2-R4.
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(A) Parametros da biomassa sob DH em estruturas aéreas nas cultivares BR16 e EMBRAPA 48, ap0ds restrigdo
hidrica no estadio de desenvolvimento R2-R4. Letras minusculas indicam diferencas significativas pelo teste de
Tukey (p < 0,05) entre condicao hidrica (Controle e DH) e letras maiusculas indicam diferencgas significativas
entre os gendtipos (BR16 e EMBRAPA 48) para as médias de 8 repeticdes biologicas. E48-C: EMBRAPA 48 sob
controle; E48-DH: EMBRAPA 48 sob déficit hidrico; BR16-C:BR 16 sob controle; BR16-DH sob déficit hidrico
(B) Genotipos EMBRAPA 48 e BR16 durante o ensaio de DH na fase reprodutiva e respostas fenotipicas como
aumento de murcha e clorose em BR16-DH na parte aérea induzidas por seca. Fonte: Da autora (2022).
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5.2 Resultados da expressiao génica de flor e vagem via RNA — Seq

Com os resultados obtidos da analise de RNA-Seq referente as amostras de flores e
vagens das cultivares BR16 ¢ EMBRAPA 48, foi possivel identificar 544 genes
diferencialmente expressos (DEGs) nos tecidos de flor e vagem em fung¢do do DH.
Considerando os gendtipos, no tecido de flor da cultivar EMBRAPA 48 (F-48) foram
identificados 101 DEGs, dos quais 91 genes estavam upregulated ¢ 10 downregulated. No
genotipo BR16, foram identificados 7 DEGs na flor do genotipo BR16 (F-BR16), dos quais
foram observados 6 genes regulados para cima (upregulated) e 1 gene regulado para baixo
(downregulated) (Figura 4A e 4B). Em relagdo a vagem, foram identificados 418 DEGs no
genotipo BR16 (V-BR16), dos quais 167 estavam upregulated e 251 downregulated, enquanto
nas vagens do gendtipo EMBRAPA 48 (V-EMBRAPA 48) foram identificados 24 DEGs, dos
quais 9 estavam upregulated e 15 downregulated.

No estadio R2, o DH proporcionou um maior numero de genes expressos em flores no
genotipo EMBRAPA 48, onde a maioria desses genes apresentaram perfil upregulados sob
seca. Quando o DH foi prolongado na fase R4, o genotipo que apresentou maior alteragdo na
expressao dos genes em BR16, com genes parcialmente upregulados e outros genes com perfil

downregulados.

Figura 4 — Genes diferencialmente expressos nas cultivares BR16 e EMBRAPA 48 induzidos
pelo déficit hidrico comparados a condicao controle, em tecidos especificos no
estadio de desenvolvimento R2 (flor) e R4 (vagem).
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(A) Total de DEGs, grupos génicos exclusivos e compartilhados entre a cultivar BR16 (vermelho) e EMBRAPA
48 (roxo) para o tecido-especifico flor usando o diagrama de Venn; (B) Total de DEGs, grupos génicos exclusivos
e compartilhados entre a cultivar BR16 (vermelho) e EMBRAPA 48 (roxo) para o tecido-especifico vagem usando
o diagrama de Venn. Fonte: Da autora (2022).
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Em relagdo aos resultados de enriquecimento via andlises GO (Gene ontology), os DEGs
desses tecidos, mostraram-se estarem envolvidos em processos metabolicos primario, regulagao
do processo celular, ligacdo de DNA, transcri¢ao e tradugao do RNA, processo metabdlico do
nitrogénio, resposta molecular ao estimulo, ligacdo da cromatina, regulacdo negativa da
atividade catalitica como também o enriquecimento da atividade do reservatorio de nutrientes

(Tabela 4).

Tabela 4 — Caracterizagao ontoldgica dos processos biologicos detectados a partir do conjunto
de dados de RNA-Seq em flor e vagem sob déficit hidrico.

Tecido-

GO P;)\:l(l)lsue Alvo Descricio
GO0:0044238 0,0079 BR16-V Processo metabolico primario
G0:0050794 0,0019 BR16-V Regulagdo do processo celular
G0:0003677 0,00077 BR16-V Ligacdo de DNA
GO:0051252 4.4e-05 BR16-V Regulacao do processo metabdlico de RNA
GO:0006355 4.4¢-05 BR16-V Regulagdo da transcri¢do, dependente de DNA
G0O:0019219 5.2e-05 BR16-V Regulacao do processo metabdlico acido nucleico
GO:0051171 5.2e-05 BR16-V Regulacao do processo metabdlico do composto de nitrogénio
GO0:0031326 5.5¢-05 BR16-V Regulagdo do processo biossintético celular
GO:0010468 7.8e-05 BR16-V Regulagao da expressdo génica
GO:0050896 0,027 BR16-V Resposta ao estimulo
GO:0003682 0,042 E48-V Ligagdo da cromatina
GO:0043086 0,043 E48-F Regulacao negativa da atividade catalitica
GO0:0045735 0,04 E48-F Atividade do reservatorio de nutrientes

O valor de P-value de cada termo GO (Ontologia génica) representa a significancia do enriquenciamento dos genes
diferencialmente expresso obtidos para o tecido flor e vagem dos genotipos BR16 e EMBRAPA 48. BR16-F: Flor
de BR16; BR16-V: Vagem de BR16; E48-F: Flor de EMBRAPA 48; E48-V: Vagem de EMBRAPA 48. Fonte:
Da autora (2022).

Os genes mais enriquecidos encontrados na biblioteca de RNA-Seq correspondem a um
grupo de genes codificadores de fatores de transcri¢do que sdo proteinas responsaveis pelo
controle da expressdo génica capaz de se ligarem diretamente ao DNA. Entre os fatores de
transcri¢do, foram identificados membros das familias génicas WRKY, MYB, NAC e genes
LRR. A presenca de genes multiestresse responsivos a codificadores de proteinas heat shock
(chaperonas) (Glyma.19G051800; Glyma.09G190600; Glyma.17G053700;
Glyma.07G043600; Glyma.08G100900). No entanto, mesmo tendo a mesma fungdo, esse
grupo de genes apresentou comportamentos diferentes em tecidos especificos. O
Glyma.09G190600; Glyma.17G053700 e Glyma.07G043600 foram downregulados e o gene
Glyma.19G051800 upregulado para vagem de BR16, ja o gene Glyma.08G100900 teve perfil
downregulado em flores de EMBRAPA 48 (Figura 5).
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Foram detectados a presenca de genes envolvendo o fitohormonio etileno e ABA como
fatores de transcricdo responsivo ao etileno e gene codificador da enzima NCED (9- cis -
epoxicarotenoide  dioxigenase) como o Glyma.11G239200, Glyma.14G084700,
Glyma.04G041200, Glyma.20G070100 e Glyma.15G250100. Todos esses genes apresentaram
perfil downregulado no tecido vagem. Também foi possivel mensurar a expressdo de genes
associados ao florescimento, como os genes Glyma.18G281400 e Glyma.09G233800 AP2
(Upregulados), Glyma.18G022100 e Glyma.05G178500 BTB/POZ (Up/Downregulados),
Glyma.18G270500 TCP1 (Upregulados). Esses genes foram presentes de forma up e/ou down
(Figura 5).

Foram detectados na biblioteca analisada varios genes codificadores de enzimas
hidrolases importantes no abortamento de estruturas reprodutivas, sendo essas, genes
codificadores das enzimas gamma (Glyma.11G236100), pectate lyase (Glyma.09G071500),
xyloglucan endotransglucosylase (Glyma.17G065200), adenine nucleotide alpha hydrolases
(Glyma.12G032900; Glyma.05G165400), pectinesterase inhibitor 6 (Glyma.05G236800),
expansin (Glyma.13G298100) e pectinesterase inhibitor 13 (Glyma.17G044700) (Figura 5).
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Figura 5 — Heatmap de expressdo génica via RNA-Seq em soja e prospeccao de genes candidatos ao abortamento de estruturas reprodutivas e genes

responsivos ao estresse hidrico.
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Foram identificados 6 DEGs presentes no tecido de vagem para ambos os genotipos
avaliados (BR16 e EMBRAPA 48) com o mesmo perfil de expressao génica sob DH, revelando
a alta conservacdo desses genes responsivos a seca na fase reprodutiva. Entre os genes
upregulated foi identificado Glycine rich protein family — GRP (Glyma.14G052000), o fator
de transcrigdo WRKY33 (Glyma.03G109100) e LRR receptor-like serine/threonine RFKI
(Glyma.08G120300). E, entre os DEGs downsregulated foram identificados os genes
Aquaporin transporter — AQPs (Glyma.11G143100), Serine carboxypeptidase-like 31
(Glyma.13G183700) e o Glyma.12G237600, sem anotacdo até o presente momento (Tabela 5).

Tabela 5 — Genes compartilhados e diferencialmente expressos nos genotipos BR16 e
EMBRAPA 48 sob seca e perfil de expressao génica em Log2FC com a respectiva
anota¢do molecular.

DEGs em Log2FC Log2FC Perfil d~e Anotagio
Comum BR16 EMBRAPA 48 expressio

Glyma.14G052000 2,56 2,55 Upregulated GRP
Glyma.11G143100 -2,47 -2,65 Downregulated ~ AQUAPORIN TRANSPORTER
Glyma.12G237600 -2,19 -2,72 Downregulated NO DESCRIPTION
Glyma.13G183700 6,66 27,06 Downregulated CARB O%I;IEZ}ETID Sk
Glyma.03G109100 5,48 6,35 Upregulated WRKY
Glyma.08G120300 3,14 6,06 Upregulated RFK1

Fonte: Da autora (2022).
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6 DISCUSSAO

6.1 Parametros fisiologicos nas fases R2 e R4 sob déficit hidrico

Durante as avaliagdes fisioldgicas, os genotipos BR16 e EMBRAPA 48 sob tratamento
de seca estavam em diferentes duragdes de DH. Na fase R2, foi aplicado estresse de curta
duragdo, no qual as plantas foram avaliadas com 4 dias de restri¢ao hidrica. E na fase R4, o
estresse hidrico foi de longa duracao, com um periodo de 18 dias em DH. Nessas situagdes de
imposi¢ao de DH, sabe-se que a soja é capaz de desenvolver mecanismos de aclimatagdo por
meio do desencadeamento de respostas fisioldgicas e modulagdes moleculares para tolerar as
condigdes adversas de seca. No entanto, as respostas obtidas no presente trabalho foram
dependentes de uma complexa interacdo seja do tempo de duragdo, época de ocorréncia e
severidade do déficit hidrico, além das caracteristicas dos genoétipos, diferentes tecidos e do
estadio de desenvolvimento fenologico que o tratamento de seca foi imposto (CHAVES;
MAROCO; PEREIRA, 2003).

Em relagdo as respostas fisiologicas entre os gendtipos BR16 e EMBRAPA 48, foi
detectado diferencas na condutancia estomatica (gs) e na taxa de transpiragao (E) na fase R2
(Tabela 1). Observamos no genotipo EMBRAPA 48, considerado tolerante, o dobro de valores
da condutancia estomadtica (gs) e taxa de transpiragdo (E) comparadas com o genotipo BR16,
considerada sensivel, porém sem interagdes G x T significativas. Quando as plantas sdo
submetidas a estresses de curta duragao, a principal resposta fisiologica dos gendtipos € acionar
processos bioldgicos de evapotranspiracdo como mecanismo de adaptacao ao estresse, a fim de
reduzir perdas de 4gua (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009).

Pode-se observar nos parametros fisiologicos avaliados em R2, que os dois genotipos
diminuiram a condutancia estomatica (gs) no tratamento de DH. Este pardmetro pode ser
associado a eficiéncia no uso da d4gua em cada genotipo, regulando a perda de dgua e as trocas
gasosas realizadas com o ambiente através dos estomatos. Esta corresponde a uma das primeiras
respostas fisioldgicas precoces contra o DH para diminuir a gs e E para minimizar a perda de
dgua e por consequéncia, também limita a difusdo de CO> para os cloroplastos. Sendo assim,
caso o DH for intensificado pode acarretar efeitos drasticos no processo fotossintético. Além
disso, pode ocorrer a diminuicao de gs e £ com o objetivo de manter a 4gua no interior celular
em percep¢ao de escassez no ambiente, tornando menor a intensificagdo do processo de

evapotranspiragdo (CHAVES, FLEXAS E PINHEIRO., 2009)
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O declinio da condutancia estomatica, mesmo que de forma moderada, pode
incrementar a tolerancia ao DH por acionar uma melhor eficiéncia de uso da dgua disponivel
no solo (SIRICHANDRA et al., 2009). Diversos trabalhos relataram que a maior conservagao
de agua no solo pode decorrer do declinio precoce da taxa de transpira¢ao, permitindo que
ocorra maior conservacao da dgua nesse substrato a partir da menor perda de dgua para o
ambiente ao longo dos dias (RAY; SINCLAIR, 1998; VADEZ; SINCLAIR, 2001).

Nossos resultados elucidaram que os genotipos de soja EMBRAPA 48 ¢ BR16 ao
perceber o DH, adotam a estratégia conhecida como evitamento a seca por meio da diminuig¢ao
da condutancia estomatica, principalmente com o intuito de diminuir a perda de dgua para o
ambiente, conservando-a no espago celular (SIRICHANDRA et al., 2009; LAWLOR, 2013;
TAIZ; ZEIGER, 2013). Evitamento ¢ um dos principais mecanismos conferidos pelas plantas
a fim de conservar niveis altos de 4gua nos tecidos vegetais durante periodos de estresse, seja
pela maior eficiéncia na absor¢ao de agua pelas raizes ou pela redug¢do da evapotranspiracao
das partes aéreas. A tolerancia a seca permite a planta manter seu turgor e continuar seu
metabolismo mesmo em condi¢des de baixo potencial hidrico. Tal estratégia ¢ alcangada pela
sintese de osmolitos, osmoprotetores ou solutos compativeis que asseguram o turgor entre os
meios extracelulares e intracelulares (NGUYEN; BABU; BLUM, 1997; FANG; XIONG,
2015).

No experimento, os parametros fisioldgicos também foram avaliados em estadio R4,
quando se observava vagens de até 2 cm, em pleno crescimento e inicio do desenvolvimento de
sementes. Nessa fase, o DH foi intensificado para 18 dias, considerado de longa duracgdo e
causou uma maior intensidade dos valores de condutancia estomatica (gs), taxa de transpiragao
(E) e também da taxa fotossintética (4) (Tabela 1). Esta progressao do DH chegou a causar
reducdo de até 50% no processo fotossintético para os dois genotipos testados. Em razao do
fechamento estomadtico, a fotossintese foi o alvo chave atingido dentro da cascata de processos
biologicos em resposta a seca, principalmente por consequéncias na redugdo da difusdao de CO»
nos cloroplastos. Uma das capacidades de adaptagdo das plantas em diferentes ambientes esta
relacionada com a sua habilidade de adaptacdo fotossintética, podendo ser prejudicada via
regulacdo de mecanismos fisioldgicos e moleculares, e afetar diretamente o rendimento final
nos graos (CHAVES, 1991; SIRICHANDRA et al., 2009; ANJUM et al., 2011; TUBEROSA,
2012).
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6.2 Parametros de producio de flores sob déficit hidrico

Quando observamos os fenotipos variados durante o DH em R2, foi detectado interacao
significativa entre os genotipos e a condi¢ao hidrica para o nimero de flores com 4 dias apos o
inicio da restri¢ao hidrica (NF4), no qual o genotipo EMBRAPA 48 apresentou floragao
precoce em condi¢do de DH (Figura 2). Essa resposta pode estar associada a estratégia de
escape do genotipo EMBRAPA 48 sob seca, o escape € a ativagdo da aceleracao do ciclo como
mecanismo de adaptagdo a situagdes ambientais para garantir a produgdo de vagens e sementes
(HEATHERLY; ELMORE, 2004).

O comportamento da cultivar BR16 no que tange a producgdo de flores convertidas em
vagem, manteve uma producdo crescente conforme quantificacdo observada, com picos de
contagem de flores acima de uma média de 74 flores sob DH e conversao de 71 vagens (Tabela
2). Para a cultivar EMBRAPA 48 foi observado a conversao maior do que o quantificado sob
DH, com pico de contagem de 51 flores e conversdo de 72 vagens (Tabela 2). O gentétipo BR16
obteve uma maior producdo de flores em contraste com a cultivar EMBRAPA 48 sugerindo
que EMBRAPA 48 tenha acionado a conversdo de vagens de forma mais precoce, enquanto
BR16 manteve a emissao de flores de forma crescente durante o DH imposto.

O termo escape a seca refere-se a uma capacidade natural ou induzida de ajustar o
crescimento e desenvolvimento da planta visando evitar a estacdo ou os periodos de seca
prolongado, resultando em crescimento e florescimento precoces, podendo acarretar
diminui¢do do numero de vagens e sementes, pelo desequilibrio energético e nutricional. A
floragdo precoce € um mecanismo de fuga adotado pelas plantas para garantir sobrevivéncia em
ambientes hostis, ¢ seguida por senescéncia e abortamento de flores. As plantas priorizam o
abortamento de flores jovens e concentram-se em flores maduras para permitir que terminem
seu desenvolvimento (HEATHERLY; ELMORE, 2004; WITCOMBE et al., 2008; LUO, 2010;
SU et al.,, 2013; FANG; XIONG, 2015).

Essa estratégia metabodlica tem como importancia ajustar o desequilibrio energético
provocado pelo ambiente, e fornecer d4gua e nutrientes para o concentra-los em flores maduras
em pleno desenvolvimento em detrimento do desenvolvimento de flores tardias. Com isso, ndo
serdo alocados nutrientes para todos os 6rgdos jovens que demandariam maiores gastos
energéticos para a planta (HEATHERLY e ELMORE, 2004; WITCOMBE et al., 2008; LUO,
2010; SU et al., 2013; FANG; XIONG, 2015)
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6.3 Parametros dos componentes de rendimento

Evidenciamos que ambos os gendtipos, tiveram efeitos limitantes para a caracteristica
de conversao de flores em vagens como consequéncias dos efeitos significativos do tratamento
de seca, uma vez que sob DH essas cultivares apresentaram os mesmos limites de producao de
de vagem. Esse impacto gerou perdas acima de 25% no abortamento sob o numero total de
vagens, conforme os resultados analisados nas condi¢des irrigadas e déficit hidrico em ambos
genotipos (Tabela 3).

Os componentes de rendimento final, no entanto, foram significativos para efeitos do
tratamento seca em ambos os genotipos testados (BR16 e EMBRAPA 48), acarretando redugao
na produg¢do do nimero total de vagens, nimero total de sementes e peso dos graos sem efeitos
de interagdo G x T (Tabela 3). Ao observar a performance dos gen6tipos no mesmo tratamento
de seca, as plantas de soja BR16 apresentaram redug¢ado de 2,97% no total de vagem (Ntv), 7,3%
total de sementes (Nts) e 8,1% no peso dos graos (Pg), em comparagdo as plantas da cultivar
EMBRAPA 48. Simulando um ambiente escasso em irrigagdo para os dois gendtipos, BR16
respondeu com menor estabilidade de produgao (Tabela 3).

Na fase reprodutiva ocorre o maior direcionamento de fotoassimilados na planta para os
tecidos reprodutivos como vagens e sementes, a fim de garantir a reproducdo e o rendimento
nos graos com uma maior concentracdo de producdo de massa seca nesses tecidos. O estresse
hidrico foi drastico durante o periodo reprodutivo e afetou o rendimento de graos de forma
irreversivel com perdas em quantidades e peso das sementes, uma vez que, na fase reprodutiva
a soja apresenta um consumo médio de agua de 7,3 mm/dia para se desenvolvimento completo,
sendo considerada uma fase critica com relacdo a falta de agua para o desenvolvimento
completo (NEUMAIER et al., 2000).

Os resultados gerados elucidaram as consequéncias do estresse hidrico no
estabelecimento da reducdo dos componentes do rendimento, como abortamento de vagens,
redu¢do no numero de sementes e peso do grao. O impacto negativo fotossintético durante a
fase R4 pode proporcionar a reducao na produ¢do de fotoassimilados em estruturas da planta
como vagens e sementes, conforme pode ser verificado nos dados de rendimento obtidos

(Tabela 3).
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6.4 Parametros da producio de biomassa durante a fase reprodutiva

Os dados apresentaram interagdes significativas na producao de biomassa da parte aérea
para os genotipos BR16 e EMBRAPA 48. A massa seca d¢ EMBRAPA 48 mostrou-se mais
estavel (conservada) em comparagdo ao seu tratamento controle. Em contraste, BR16
apresentou perdas em massa seca de forma mais acentuada, mostrando-se mais instdvel sob
seca (Figura 3A). Essa reducdo chegou a 33,87% em situacdes de seca no desenvolvimento de
matéria seca da parte aérea de BR16. Para o genotipo EMBRAPA 48, foi obtido redugdo de
7,89% em situacdes com escassez de agua.

Nosso experimento gerou diferengas no processo de reservas de fotoassimilados
também manifestados sob o fenotipo biomassa entre genotipos de soja durante o estresse hidrico
na fase reprodutiva. Interagdes significativas demostraram que o gendtipo EMBRAPA 48
mantém maior estabilidade de biomassa sob DH, enquanto o gendtipo BR16 ¢ geneticamente
condicionado ao maior uso da matéria seca de partes aéreas da planta resultando em um
genotipo mais instavel na seca com maior reducdo da matéria seca em situagdes de priorizacao
do realocamento de fotoassimilados aos tecidos reprodutivos.

Desde a fase R2, a soja inicia rapida e constante acumulacdo de matéria seca e de
nutrientes na planta inteira. Inicialmente, esse acimulo acontece nos 6rgados vegetativos da
planta e entdo este trajeto ¢ reconfigurado aos o6rgdos reprodutivos a medida que inicia o
florescimento. Em condig¢des climaticas escassas, ocorre a limitagdo de transporte de nutrientes
para diferentes tecidos e 6rgaos vegetais, com a priorizagdo do transporte de fotoassimilados
para vagens e sementes, € na fase reprodutiva, essa priorizagdo ¢ ainda mais acentuada
(NILCOLAS et al., 1985; NEUMAIER et al., 2000). Sugere-se que em situacao de déficit
hidrico a maior reserva de matéria seca na parte aérea total da planta possa garantir uma maior
eficiéncia de realocamento de fotoassimilados durante a fase reprodutiva para concentra-la em
estruturas como vagens e graos durante seu desenvolvimento inicial até seu desenvolvimento
pleno. Podendo ser consequéncia de um melhor desempenho fisioldgico relacionado aos

menores impactos em gs, E e A em cultivares tolerantes como EMBRAPA48 sob DH.

6.5 Parametros da expressao génica na flor e vagem e respectivas vias biolégicas

A regulacdo da expressdo génica envolve mudancas nos niveis dos transcritos de

determinados genes funcionais como forma de respostas das plantas a estimulos externos, como

estresse ocasionado por déficit hidrico (HUANG et al., 2015). Durante a imposi¢ao do estresse
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hidrico analisamos a expressdo génica para elucidar a base molecular de caracteristicas
complexas como a resposta de tolerancia a seca.

Foram obtidas variagdes na expressdao génica nos tecidos flor e vagem para 544 DEGs
em resposta a seca, dos quais 108 genes foram significativos em flores (Figura 4A). Os
resultados mostraram 101 DEGs (10 genes Down e 91 Up) expressos no gendtipo EMBRAPA
48, representando o conjunto de genes expressos nas flores sob DH, e 7 DEGs em flores do
genotipo BR16 (1 gene Down e 6 genes Up). Segundo o trabalhado realizado por Molinari et
al. (2021), foi obtido um total de 225 DEGs em flores de BR16 sob seca, no qual 163 e 62
DEGs foram regulados para baixo e para cima, respectivamente. Os autores sugerem que em
flores de BR16 sob as condi¢des de seca aplicada ocorreu uma tendéncia em inibir a expressao
génica, sendo mais sensivel a falta de dgua.

Em nossos resultados, tivemos uma resposta contraria, onde observamos um maior
numero de genes upregulados no tecido flor porém no genoétipo EMBRAPA 48 sob seca, dando
indicios de que ha uma maior ativagdo de genes em resposta a falta de 4gua na fase R2, por ser
cultivar caracterizado como tolerante ao DH. O tratamento de DH nesta fase foi de curta
duragdo, com 4 dias de DH em plena produgao de flores, onde ocasionou fortes impactos nas
respostas evapotransporativas e escape de producdo de flores, fornecendo uma alteragao
morfofisiologica para as alteracdes genéticas na flor com a ativacdo de genes desse tecido em
percepcao de curta duragdo em reposta a seca (Tabela 1, Tabela 2 e Figura 2).

Os processos biologicos afetados em resposta a seca no tecido flor, enriqueceram a
regulacdo negativa da atividade catalitica e atividade do reservatdrio de nutrientes (Tabela 5).
Esses processos biologicos evidenciam que ha o detrimento de producdo de transcritos
associados aos processos catabdlicos de efeitos de regulagdo génica negativa da geragdo de
energia como o processo de fotossintese, que utiliza de quebra de fontes glicidicas e implica
em problemas metabolicos para a producdo de nutrientes e energia sob condig¢des de seca
(ANJUM et al., 2011; CHAVES, 1991; SIRICHANDRA et al., 2009; TUBEROSA, 2012).

No milho, Boyer et al. (2004) descobriram que o desenvolvimento de flores foi sensivel
a limitagdo da dgua, especialmente durante as fases iniciais, ovarios e pdlen foram afetados
devido a inibicdo da atividade da invertase e do transporte de agucar devido ao baixo potencial
hidrico (BOYER; WESTGATE, 2004; MAKELA et al., 2005; MCLAUGHLIN; BOYER,
2004). Em nosso experimento ha indicios que tecidos como flor em condi¢do de seca héd o
estimula a repressdo de genes associados ao metabolismo de producdo de energia, com baixa

expressao de genes relacionados as quebras de moléculas fontes de reservas energéticas.
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Para o tecido vagem foram identificados 418 DEGs exclusivamente em BR16 (251
genes Down e 167 Up) e 24 genes em EMBRAPA 48 (15 Down ¢ 9 Up) (Figura 4B). No
trabalho realizado com RNA-Seq de BR16, Molinari et al. (2021) obtiveram 140 DEGs no
tecido vagem, com 23 genes regulados para baixo e 117 genes regulados para cima. Nos dados
obtidos no presente estudo, também foram encontrados mais genes em downrelagulagdo no
tecido vagem, no qual o tratamento de DH imposto, levou a maior inibi¢do da expressdo génica
e repressao de varias vias metabolicas.

Os resultados em relagdo ao conjunto de genes em vagem apresentaram alteracao da
transcri¢do de genes associados aos processos metabolicos primarios que desempenham uma
funcdo essencial no vegetal como um todo, tais como a fotossintese, a respira¢ao e o transporte
de solutos (Tabela 5). Corroborando com os dados dos parametros fisiologicos durante a fase
R4 devido ao impacto em processos associados a fotossintese (Tabela 1), onde a regulagdo do
transporte de agucares e outros osmolitos em resposta a seca sao reduzidos com a intensificagao
de um estresse hidrico prolongado (CHAVES, 1991; SIRICHANDRA et al., 2009; ANJUM et
al.,2011; TUBEROSA, 2012).

Os genes expressos no tecido vagem enriqueceram processos bioldgicos envolvidos nas
codificagdes de proteinas de ligagdes de DNA, transcricao e tradu¢do do RNA. Esses genes
foram expressos com alta demanda para que a maquinaria molecular garanta a modulagdo da
expressdao génica no desenvolvimento da soja sob a seca, assim, a célula torna-se capaz de
regular a abundancia transcricional e pods-transcricional para a modula¢do de atividade
fisiologica visando aclimatacdo a condi¢do de escassez de agua (XIONG et al., 2002; TUTEJA;
SOPORY, 2008; CHAE et al., 2009).

Segundo Molinari ef al. (2021), os genes e vias bioldgicas modulados no tecido vagem
do gendtipo BR16 sob seca indicam que a maquinaria molecular ¢ ativada para melhorar a
sobrevivéncia e formacdo de vagens, como estratégia para preservar e transmitir material
genético para a proxima geracdo, mesmo que isso acarrete em perdas de rendimento na

producdo final de vagens e sementes, semelhantes aos nossos resultados.

6.6 Genes de ativacao da zona de abscisiao induzidos pela seca

Foi construido um heatmap de expressao génica com genes ortélogos envolvidos nos
processos de ativagdo da zona de abscisdo e responsivos a seca prospectados na biblioteca de
RNA-Seq analisada comparadas com estudos em Arabdopsis, tomate entre outras. Foram

selecionados principalmente fatores de transcricdo e enzimas ativadoras de processos de
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modelacdo da parede celular. Patterson et al. (2001) exploraram a estratégia do uso de sistemas
de abscisdo de 6rgaos em plantas modelo, como o tomate e a Arabidopsis, pois podem fornecer
aplicagOes para alterar a abscisdo em grandes culturas. Os autores destacam que essa estratégia
pode permitir uma compreensdao do desenvolvimento nico de cada espécie, bem como dos
genes alvo ou vias de interesse no processo de abscisdo de 6rgaos.

Entre os fatores de transcricdo foram prospectados os genes membros das familias
génicas LRR ricos em regides de leucinas receptoras de quinases (AP2, BTB/POZ, TCP1,
WRKY, MYB, NAC) (Figura 5). As mudangas na expressao génica sob a seca nesses genes
sdo importantes por serem fatores de transcrigdo, pois a regulagdo transcricional € a principal
resposta a seca durante a fase reprodutiva também identificadas em RNA-Seq de Arabidopsis
(SU et al., 2013).

Em soja, uma analise de RNA-Seq identificou genes regulados diferencialmente na zona
de abscisdo foliar. A analise de redes revelou que a maioria dos genes expressos eram fatores
de transcri¢do relacionados a abscisdo e estavam ligados a processos bioldgicos de crescimento
lateral, diferenciacdo celular e ao desenvolvimento de células especializadas de 6rgdos vegetais
(KIM et al., 2015). Este mesmo estudo revelou redes reguladoras de transcricdo composta de
188 TFs especificos de abscisdao em folhas de soja contendo dominios para homeobox, MYB,
Zinc finger, bHLH, AP2, NAC, WRKY, YABBY, TCP1 e BTB/POZ. Segundo Kim et al.
(2015), esses transcritos acumulados atuaram como potencial resposta precoce em estimulo do
hormoénio etileno e ativagdo moderada da progressdo do processo de abscisdo. Também
identificamos a presenga desses genes em nossa biblioteca de RNA-Seq em respostas a seca em
flores e vagem, sugerindo a participagdo desses genes na abscisdo de estruturas reprodutivas.

Na biblioteca analisada do presente estudo também foram identificados varios genes
expressos com repeticdes ricas em leucina (LRR) receptoras de quinases, sendo responsivos a
seca e exclusivos para tecidos reprodutivos de soja. As repeti¢des ricas em leucina (LRR)
receptoras de quinases chamadas de HAESA (HAE) e HAESA-LIKE sdo os principais genes
da via de sinalizagdo de abscisdo em Arabidopsis e sao ativadas pelo ligante peptidico chamado
Inflorescence Deficient na Abscissdo (AtIDA). Esse modelo IDA-HAE/HSL2 vem sendo alvo
de pesquisas fundamentadas em plantas superiores e fornecem evidéncias pertinentes de que a
via de sinalizagdo de abscisao IDA-HAE / HSL2 funciona como via do processo de abscisdao
(JINN et al., 2000; PATTERSON et al, 2001; CHO et al., 2008; STENVIK et al.,
2008; ESTORNELL et al., 2013;; TRANBARGER et al., 2017; WILMOWICZ et al., 2019).

Pesquisas futuras poderiam validar a presenca dos genes LRR detectados em nossa biblioteca


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B5
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B2
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B12
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B12

47

como atuantes na via de sinalizagdo do ligante IDA-HAE/HSL2 na ativacao de abscisdo em
soja.

No presente trabalho, foi identificado a upregulagao da proteina AP2 (APETALA 2), que
em Arabidopsis ¢ um fator de transcri¢ao e estd envolvido na regulagdo do desenvolvimento de
flores. No arroz, variagdes no gene ortdlogo ao AP2 denominado SHATI elimina
completamente as zonas de abscisdo resultando na auséncia de quebra de graos de arroz (ZHOU
et al., 2012). Os fatores de transcricdo BTB/POZ também foram detectados tanto em
Up/Downregulacdo em soja e sdo essenciais na ativa¢ao de genes homeoticos. Em Arabidopsis,
esses genes homeoticos sdo importantes para o desenvolvimento de zonas de abscisdo, sdo
responsaveis por ativar dois genes conhecidos como BOPI ¢ BOP2 (BLADE ON PETIOLE)
(HA et al., 2004; NORBERG et al., 2005; MCKIM et al., 2008). Os genes BOPI e BOP2 sao
responsdveis em promover a formagdo da anatomia necessaria para a abscisdo de 6rgdos. Os
mutantes duplos de bop1/bop2 foram capazes de reter todos os 6rgaos florais e ndo formaram
c¢lulas AZ florais citologicamente distintas e ativas ou mesmo células vestigiais. Segundo os
autores, BOP1/BOP2 podem ter um papel mais amplo na diferenciacdo celular, uma vez que
regulam o desenvolvimento de 6rgdos como folhas e flores controlando a atividade de genes
homeodticos em folhas e inflorescéncias. Em tecidos de soja em resposta a seca, sugerimos estar
ativo a atuacdo na diferenciacdo de cé€lulas promotoras de abscisdo, principalmente desses
fatores de transcrigdo expressos em vagens.

Na biblioteca analisada do presente estudo, o gene TCPI (T- Complex Protein I)
componente do complexo de chaperonas moleculares, foi upregulado em condic¢des de seca.
Este fator de transcricao também foi detectado em zonas de abscisdo de folhas em soja, sendo
upregulado diferencialmente mais de oito vezes em estimulos ao hormoénio etileno (KIM et al.,
2015). Segundo os autores, esse fator de transcricdo compartilha fungdes na progressdo da
abscisdo de 6rgados e desenvolvimento das células de zonas de abscisdo em folhas. De particular
interesse, TCP1 foi altamente expresso nas zonas de abscisdo em relagdo ao peciolo de folhas
em 0 e 12 h sob tratamento de etileno, isto €, em estadios iniciais do tratamento. Os autores
propdem que esses TFs atuam no equilibrio da sinalizagdo de hormdnio vegetal, polaridade do
orgao e respostas do tipo meristema em células que formam as zonas de abscisdo antes do inicio
da separacdao dos orgdos, e estaria ativo na fase 2 a 3 do processo de formacao da zona de
abscisdo, ou seja, a jusante a efetiva separacao dos 6rgaos (KIM et al., 2015).

Virios genes de defesa do estresse hidrico foram detectados atuando durante a fase
reprodutiva, esses genes sdo considerados multiestresse responsivos, incluindo codificadores

de proteinas heat shock (chaperonas). Na biblioteca analisada, todos esses genes apresentaram
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expressao reduzida sob seca. Sugere-se que o aumento de TCPI (T- Complex Protein 1) sob
seca influenciou na downregulagdo dessas proteinas heat shock (Figura 5). As chaperonas
moleculares sdo proteinas que, em condi¢des de DH contribuem para a homeostase celular uma
vez que atuam auxiliando no dobramento de cadeias polipeptidicas recém-formadas, no
redobramento de proteinas desnaturadas e na prevengdo da agregacao de partes proteicas, cujas
superficies hidrofobicas estdo expostas, prejudicando o dobramento (COOPER, 2002). Estudos
demonstram que a superexpressao de chaperonas da familia Hsp70 e Hsp40 participa do
aumento da tolerancia ao DH em diferentes espécies (XIA et al., 2014; AUGUSTINE et al.,
2015).

No conjunto de genes codificadores de enzimas modeladoras da parede celular foram
detectados na biblioteca de RNA-Seq vérias enzimas hidrolases importantes no abortamento de
estruturas reprodutivas em consequéncia da abscisdo fundamentada em varios estudos, sendo
essas, as enzimas gamma (Glyma.11G236100), pectate lyase (Glyma.09G071500), xyloglucan
endotransglucosylase  (Glyma.17G065200), adenine nucleotide alpha  hydrolases
(Glyma.12G032900; Glyma.05G165400), pectinesterase inhibitor 6.0 (Glyma.05G236800),
expansin (Glyma.13G298100) e pectinesterase inhibitor 13 (Glyma.17G044700) (JINN et al.,
2000; PATTERSON et al., 2001; CHO et al., 2008; STENVIK et al., 2008; ESTORNELL et
al.,2013; TRANBARGER et al., 2017; WILMOWICZ et al., 2019).

Em destaque, as enzimas como expansina e xiloglucano endotransglucosilase /hidrolase
(XTH) apresentaram modulagdo aumentada da expressdo génica sob seca no presente estudo.
Essas enzimas sdo conservadas na zona de abscisdo de folhas de tomate, soja e flores de
Arabidopsis descritas por Kim et al. (2015). Segundo esses autores, estas enzimas estdo ligadas
a degradacao e sintese da parede celular, e deposicao de uma camada limite cerosa que define
o plano de “cicatriz” para separacdo de 6rgaos. Eles propuseram que a abscisdo ¢ uma adaptagao
de um processo de organogénese de plantas. Tsuchiya et al. (2015) em pesquisas com paredes
celulares da zona de abscisdo no pedicelo em tomate, evidenciaram por meio de analises
bioquimicas que a abscisdo esta associada a elevacao dos niveis das enzimas XTH e expansinas,
e contribuem para o processo de desprendimento de 6rgdos. Os niveis mais altos de expansinas
foram detectados durante o estadio de amarelecimento, imediatamente antes da abscisdo ser
efetivada (TSUCHIYA et al., 2015). A presencga de altos niveis de transcricdo dessas enzimas
nos dados analisados do presente estudo, reforca a alta influéncia do DH na ativacao de estadios
iniciais da abscisdo.

A prospeccao desses genes trouxe evidéncias de genes codificadores de receptor

serina/treonina quinase, fatores de transcri¢ao e enzimas modeladoras da parede celular como


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B5
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B5
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B2
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00196/full&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhhdVBkXf620nvCRgtN_zKr41nMkDw#B12
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00323&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhgiWU59CYpSZJD2R2ulnS_MY06Feg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00323&xid=17259,15700022,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhgiWU59CYpSZJD2R2ulnS_MY06Feg

49

expansina e xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase (XTH) responsivos a seca em tecidos
reprodutivos da soja. Sugerindo que, em uma condi¢do de seca moderada, a soja ¢ capaz de
ativar genes de abscisdo com a ocorréncia da sintese e acimulos de transcritos responsaveis por
acionar fases primarias de separagdo de 6rgaos. O estresse hidrico moderado nas fases R2-R4
pode ter acionado o mecanismo de controle genético de inativacao da progressdo das fases do
complexo IDA-HAE/HSL?2 e assim, as plantas de soja mantiveram seu metabolismo ativo de
resposta a adaptagao para o evitamento progressivo do processo de abscisao.

Outra evidéncia deste evitamento progressivo do processo de abscisdo em
consequéncias de estresse hidrico moderado foi a auséncia de acimulo de transcritos da via do
etileno, ABA e interagdes com auxina (Figura 5), cruciais no progresso da abscisdao
(WILMOWICZ et al., 2019). Na biblioteca do presente trabalho, esses transcritos
apresentaram-se em baixa regulacdo génica sob seca. A baixa quantidade desses transcritos
pode indicar que atuam na sinalizagdo precoce a perda de agua e na ativagdo primaria do
processo de abscisdo sem grandes perdas, quando aumentada a expressao desses genes poderia
ter acarretado no abortamento mais severo das vagens em nossos estudos. Futuros experimentos
sob DH altamente severo poderiam detectar o abortamento mais severo e a expressao de genes

desses fitohormonios.

6.7 Genes responsivos a seca compartilhados em diferentes genétipos

No presente estudo foi evidenciado pelos dados fisioldgicos, um impacto do DH para
ambos os gendtipos sem efeitos de interacdo. E no nivel molecular a falta genes compartilhados
evidencia que ha diferengas entre as respostas da expressdo génica nesses genotipos. Além
disso, os genes compartilhados para ambos os genotipos (Figura 4B e Tabela 5), possui
semelhante perfil de expressdo e funcao desses genes sob seca em ambos genotipos.

Entre os genes compartilhados em ambos os genotipos foi detectado a presenca do gene
GRP - proteinas ricas em glicina (Glyma.14G052000) que funciona como prote¢do a seca para
as membranas plasmaticas em decorréncia do aumento da pressao osmotica (KIM et al., 2007;
LONG et al., 2013; RINGLI et al., 2001). Plantas de Arabidopsis transgénicas com
superexpressao de genes GRPs resultaram em uma maior taxa de desenvolvimento sob ensaio
de seca (YANG et al., 2014). Os genes GRPs sao considerados genes multiestresse responsivos
para condi¢des de seca, salinidade e frio por estarem na rota destes mecanismos por
participarem do crosstalk entre hormdnios auxina e ABA, sendo uma interacdo hormonal

altamente conservada entre as plantas (YANG, 2013; YANG et al., 2014; YAO, 2016;
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CZOLPINSKA, 2018). Sob seca este gene estd altamente transcrito em ambos os gendtipos de
soja, o que confirma sua relagdo positiva com ambientes desfavoraveis, sendo o aumento deste
gene candidato a respostas de tolerancia a seca.

O gene codificador de proteinas quinases (Glyma.08G120300) também resultou em
expressdo génica aumentada na seca. Esse gene codifica proteinas quinases que sdo uma das
maiores familias de enzimas responsaveis pela comunicagdo e transducao de sinais na célula
(TAKAHASHI et al., 1998). Mecanismos moleculares que detectam o estresse consistem em
uma série de classes de receptores de superficie celular, denominadas de receptores quinases
com importancia na atividade de comunica¢ao celular (CHAE et al., 2009). Esses receptores
celulares, ao detectar enzimas ativadoras do estresse, como a fosfolipase C, liberam e
transduzem o sinal de estresse para o meio intracelular e desencadeiam uma cascata génica para
acionar respostas de defesa da planta (TUTEJA; SOPORY, 2008) (Tabela 5 e Figura 5). A
primeira etapa na resposta molecular ao DH ¢ a percepgao do estresse via receptores especificos
de transducdes de sinais. Primeiramente, provocam alteragdes dos niveis citosolicos por
proteinas sensoras e ativam uma cascata de fosforilacdo oxidativa no interior celular que
culmina na ativa¢do dos principais genes de resposta ao DH com a modulagdo dos FTs. Os
produtos destes genes levam a adaptacdo ao DH e contribuem para que a planta seja capaz de
sobreviver e superar as condi¢oes desfavoraveis (HUANG et al., 2015).

Outro gene responsivo a seca em ambos os genotipos foi o codificador da enzima serina
carboxipeptidase (Glyma.13G18370). Esta enzima possui fungdes na transdugdo de sinal e no
metabolismo secundario para defesa das plantas (CHEN et al., 2020). Este gene mostrou perfil
downregulado sob seca corroborando no impacto das respostas de ativacdo nos metabolismos
de defesa a seca em soja.

No experimento, os resultados da expressdo apresentaram abundantes genes da familia
WRKY em condi¢do de seca (Tabela 5 e Figura 5). Esses genes sao codificadores de fatores de
transcricdo importantes na resposta a seca e ja foram descritos para varias plantas, como em
Arabidopsis em resposta a seca e tratamento osmodtico (CHEN et al., 2009; BABITHA et al.,
2012; FAN et al.,2015; HE et al., 2016; XU et al., 2016; WEI et al., 2017; ZHAO et al., 2020).
O gene WRKY foi identificado com perfil regulado up e downregulado em seca no presente
trabalho, assim como detectado no primeiro estudo de transcriptoma em flores e vagem de soja
(MOLINARI et al., 2021). Esse gene foi evidenciado em tecidos como flor € vagem em soja
sob seca e validado por Molinari ef al. (2020). Nesse trabalho, membros da familia de genes

WRKY também foi regulado para cima com média de 12x mais expressdo sob DH em
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comparag¢ao ao tratamento controle. Assim, pode-se concluir que alguns genes da familia WRKY
¢ altamente ativo em respostas associadas ao DH em tecidos reprodutivos de soja.

No algodao, foi descoberto que o gene superexpresso WRKY33 aumentou a
sensibilidade a seca por induzir a via ABA e participar da dindmica da condutancia estomatica
(XU, 2019). Sob ensaios de estresse hidrico, Arabidopsis transgénicas com a superexpressao
de GhWRKY33 gerou murcha precoce comparada com o tipo selvagem devido a perda de agua
mais rapida e atuou como um regulador negativo para mediar a resposta da planta ao estresse
hidrico. Segundo os autores, o gene WRKY33 participa de um ineficiente fechamento
estomatico gerando maiores perdas de agua (WANG; XU, 2019).

Na biblioteca de RNA-Seq do presente trabalho foi verificado a downregulagdo na
expressao do gene codificador de aquaporina (Glyma.11G143100). Esse comportamento pode
ter reduzido a permeabilidade das membranas celulares, acarretando maiores perdas de dgua
em ambos os genotipos analisados (Tabela 5). Assim, a baixa transcri¢do de aquaporina
disponivel na célula, impactou no recrutamento e perdas de agua em condi¢des de seca. Um
estudo realizado com linhagem de soja de murchamento lento PI416937 revelou associagdao
entre AQPs e condutincia hidraulica (DEVI et al., 2014). Os autores relataram regulagdo
negativa de AQPs sob condigdes de déficit em PI 416937, que pode ser devido a redugdo da
captacdo de agua. Plantas transgénicas com superexpressdo desses genes de aquaporinas,
sugeriram que esses genes estdo de fato envolvidos na via de resposta ao estresse e podem ser
responsaveis pela protecdo de plantas sob condi¢des adversas (SHAO, 2008). Observagdes
semelhantes foram relatadas em arroz, onde a expressdo desequilibrada da maioria das
aquaporinas nas folhas em comparagdo com a raiz ¢ considerada como resultando de
esgotamento rapido da 4gua da folha e subsequente influéncia de inibicdo da fotossintese
(NADA; ABOGADALLAH, 2014).

Assim, os genes compartilhados entre BR16 ¢ EMBRAPA 48 apresentaram o mesmo
perfil de regulagdo em ambos os gendtipos em resposta a seca na fase reprodutiva. Esses
resultados demonstraram a importancia desses genes em situacdes de escassez de agua,
elucidando a alta atividade na transducgdo de sinais e na codificagdo de proteinas receptoras de
superficie celular como importantes alvos na comunicagdo de estresse do ambiente via canais
de sinalizagdo em membranas celulares. Esses dados elucidam uma grande conservagao e a
participacao dos mesmos genes atuando nas primeiras etapas da resposta molecular ao DH nas
transducdes de sinais de percepcdao do estresse em diferentes genotipos contrastantes para

caracteristica de tolerancia e sensibilidade a seca.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5073556/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5073556/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5073556/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5073556/

52

7 CONCLUSAO

O setor do agronegdcio de graos ¢ destaque nacional, no entanto, registros de quedas de
produtividade em culturas como a soja tém sido relatados por condigdes climaticas
desfavoraveis como o déficit hidrico. Episddios de seca durante o periodo reprodutivo causam
reducdo dréstica no rendimento de graos tornando esta fase a mais sensivel ao estresse hidrico.
O experimento realizado causou estresse de déficit hidrico nos estadios R2 e R4 da soja, onde
o efeito fisiologico gerado foram a reducao das taxas de condutancia estomatica, transpiracao e
fotossintese. Onde o processo fotossintético foi alvo chave com impactos de até 50% durante a
fase reprodutiva devido ao déficit hidrico.

A restri¢do hidrica estimulou flora¢ao precoce nas fases iniciais do periodo reprodutivo,
com interacdo significativa no inicio do estresse. Durante o desenvolvimento de flores, foi
identificado que o mecanismo de escape ¢ a estratégia de adaptacdo a situagdes climaticas
extremas para garantir a producado final de 6rgdos como vagens e sementes.

Por consequéncias da situagdo de déficit hidrico, houve impacto no abortamento de
vagens acima de 25% em ambos os gendtipos testados. No entanto, a imposi¢do do déficit
hidrico teve maior agravamento no estadio R4 a nivel de efeitos de componentes de producao,
causando a reducdo no numero de vagens, nimero de sementes e peso de grdaos. Houve
interacdes significativas no fendtipo biomassa, destacando diferencas na produgdo de biomassa
da parte aérea com maior instabilidade de BR16.

O experimento de seca foi efetivo para analisar o perfil de expressdo génica em 544
DEGs responsivos a seca, dos quais 108 genes foram significativos em flores. Ja para o tecido
vagem foram identificados 436 DEGs. O déficit hidrico imposto resultou na modulacao da
expressao génica e alteracdo das vias metabolicas durante as fases R2 a R4, afetando a floragao
e desenvolvimento dos componentes de rendimento como vagens e graos. Sobre o déficit
hidrico, houve modulacao na producao de transcritos associados a geracao de energia de fontes
glicidicas, implicando em problemas na produ¢do de nutrientes sob condi¢des de seca.

A upregulagdo dos niveis de expressao génica de genes LRR Receptor-like
serine/threonine, fatores de transcri¢do e enzimas modeladoras da parede celular, em destaque
as expansinas e hidrolases XTH (Xiloglucano endotransglucosilase), ¢ apresentado como
genes-alvo responsivos a seca em tecidos reprodutivos da soja associados ao processo de
ativacdo de abscisdo prospectados em Bibliotecas de RNA-Seq em nosso experimento

controlado.
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Assim, o DH provocou mudangas a nivel sistémico na maquinaria molecular com
altera¢des do metabolismo primario das plantas e garantiu o desenvolvimento de aclimatagdo a
seca, no qual foram detectados na biblioteca de RNA-Seq, a indugdo de genes defensivos de
plantas para modulagdo de atividade fisiologica de tolerancia a condi¢ao de escassez de agua.
Essa modulacdo pode ser uma estratégia para preservar e transmitir o material genético para a
proxima geragdo, mesmo resultando em perdas de rendimento na produgdo final em vagens e

sementes conforme dados obtidos nesse trabalho.
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