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RESUMO 
 
 
Eventos de seca têm aumentado nas últimas décadas, provavelmente associados às 
mudanças climáticas decorrentes do aquecimento do planeta. Atualmente as perdas 
provocadas pelo déficit hídrico constituem um problema grave na produção de grãos. 
Centenas de genes estão envolvidos na resposta a estresses abióticos e a análise da 
expressão destes genes demonstra a existência de diversos sistemas regulatórios 
estresses-responsivos. Os fatores de transcrição interagindo nas complexas rotas 
metabólicas de resposta aos estresses ambientais induzem alterações nos níveis de 
expressão de alguns genes, que, em muitos casos, proporcionam o aumento da 
tolerância a esses estresses. Em trabalho anterior utilizando a técnica de microarranjos 
de cDNA, foram encontrados 145 genes diferencialmente expressos em condição de 
seca, os quais foram identificados e categorizados de acordo com suas funções 
biológicas. Dentre as categorias, os fatores de transcrição, normalmente envolvidos na 
regulação das respostas gênicas, foram escolhidos para terem seus níveis de 
expressão quantificados pela técnica de PCR em Tempo Real. Foram selecionados os 
fatores de transcrição bZIP50, C2H2, MYBJ7 e NAC2, que quando tem suas 
seqüências de aminoácidos alinhadas com as de outros vegetais, utilizando o programa 
Clustalx, apresentaram os domínios e/ou regiões conservadas que os caracterizam 
como pertencentes às famílias bZIP, C2H2, MYB e NAC respectivamente. Assim, o 
objetivo deste trabalho foi quantificar a expressão gênica dos fatores de transcrição, 
bZIP50, C2H2, MYBJ7 e NAC2, identificados como diferencialmente expressos no 
estudo com microarranjos de cDNA, através da técnica de PCR em tempo real. Deste 
modo, um experimento foi realizado em hidroponia com as cultivares de soja MG/BR46 
(cultivar Conquista) -tolerante a períodos de seca, e BR16 - padrão de sensibilidade à 
seca. Quando atingiram o estagio V3 de desenvolvimento, as plantas foram submetidas 
a estresses de déficit hídrico, sendo aplicados os tratamentos: tempo 0 (controle), 25 
mim, 50 mim, 75 mim e 100 min. Para a extração de RNA total e síntese de cDNA 
foram coletadas raízes de cada tratamento. Os resultados da quantificação relativa 
mostraram que todos os fatores de transcrição avaliados tiveram sua expressão 
aumentada quando amostras de plantas submetidas ao estresse hídrico foram 
comparadas com plantas utilizadas como controle. Estes dados confirmam que tais 
fatores de transcrição participam de rotas metabólicas importantes de resposta à seca, 
como já relatado em trabalhos anteriores e na literatura. Deste modo, passos futuros 
para este estudo serão a construção de cassetes de superexpressão ou silenciamento 
visando a obtenção de cultives de soja mais tolerantes à seca. 
 

Palavras-chave: Soja. Déficit hídrico. Fatores de transcrição. Expressão gênica. PCR 
em tempo real. 
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ABSTRACT 
 
 

Drought events have been increasing in the last decades, probably associated with the 
climatic changes due to global heating. Actually, losses associated with water deficit are 
a serious problem in grains production. Hundreds of genes are evolved with response to 
abiotic stresses and the analysis of these genes expression shows the existence of 
diverse regulatory system stress-responsive. Transcription factors interacting in complex 
metabolic pathways of response to ambient stresses induct alterations on level 
expression of some genes, which in many cases; promote higher levels of tolerance to 
these stresses. In a previous work using cDNA microarray technique, 145 genes were 
identified as differentially expressed, drought conditions, which were categorized 
following its biological functions. Inside the categories, the transcription factors, normally 
evolved in the genetic response, were chosen to have their gene expression level 
quantified using by Real time PCR. Were chosen bZIP50, C2H2, MYBJ7 and NAC2 
which after had their amino acid sequence aligned with other plants, using Clustalx 
software presented domain and/or conserved regions that characterized them as 
belonging to families bZIP50, C2H2, MYBJ7 and NAC respectively. Thus the objective of 
this work quantify the gene expression of transcription factors bZIP50, C2H2, MYBJ7 
and NAC2, identified as differentially expressed in the cDNA microarray study, thought 
Real time PCR. So, an experiment was conducted in hydroponic conditions, with two 
soybean cultivars, MG/BR46 (Cultivar Conquista) tolerant to drought periods and BR16 
standard drought sensible. When plants reached V3 development stadium they were 
submitted to water deficit stress treatments following the treatments: time 0 (control), 25 
mim, 50 mim, 75 mim and 100 min. for RNA extraction and cDNA synthesis, roots were 
collected from each treatment. Results from relative quantification showed that all 
transcription factors indicated higher expression levels in plants submitted to water 
deficit when compared to control plants. These data confirmed that these transcription 
factors participated in important metabolic pathways of drought responses, as already 
described in previous works and in the literature. Thus, future steps in this study would 
be the construction of super expression or silencing cassettes, aiming to obtain soybean 
cultivars more tolerant to drought. 
 
 
Keywords: Soybean. Deficit water. Ttranscription factors. Gene expression. Real time 
PCR.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Em nível mundial, a soja é o principal grão cultivado e, na última safra 

(2006/2007), participou com cerca de 60% do total de 385 milhões de toneladas de 

grãos produzidos globalmente (DALL'AGNOL et al., 2007). Por ser o mais importante 

produto nacional de exportação, a soja sustenta o agronegócio brasileiro, respondendo 

por 8,97 bilhões de dólares ou 21,8% do total de exportações de produtos 

agropecuários nacionais. O Brasil também exporta o farelo e o óleo de soja, porém, em 

quantidades menores que o grão (CONAB, 2007). 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, com claras 

indicações que será o primeiro ainda no decorrer dessa década, em razão das 

limitações de área para expansão da cultura nos demais países produtores e do 

domínio tecnológico que o Brasil possui para produzir em regiões tropicais com baixas 

latitudes. (DALL'AGNOL et al., 2007). Na safra 2006/07, a sojicultura ocupou uma área 

de 20,687 milhões de hectares, totalizando uma produção de 58,4 milhões de 

toneladas. Os Estados Unidos, maior produtor mundial do grão, somaram uma 

produção de 86,77 milhões de toneladas. A produtividade média da soja brasileira é de 

2.823 kg/ha, porém, no estado do Mato Grosso, maior produtor nacional, esses 

números podem alcançar cerca de 3.000 kg/ha. No Paraná, segundo estado produtor, a 

produtividade alcançou 2.995 kg/ha (EMBRAPA, 2008). 

Dentre todos os fatores inerentes à produção agrícola, o clima aparece 

como aquele de mais difícil controle e com maior ação limitadora às máximas 

produtividades. Aliado a isto, a imprevisibilidade das variações do clima confere à 

ocorrência de adversidades climáticas o principal fator de risco e de insucesso na 

exploração das principais culturas (FARIAS et al., 2007). Estresses abióticos, como 

salinidade, seca, baixas temperaturas e metais pesados afetam severamente a 

produtividade das plantas (GORANTLA et al., 2007), e dentre esses fatores, a seca 

destaca-se como um limitante na produção das culturas e na distribuição das plantas 

por todo o mundo (XU et al., 2007). 
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O déficit hídrico provoca respostas fisiológicas e bioquímicas nas 

plantas, incluindo o fechamento estomático, a redução do crescimento e da fotossíntese 

e a ativação da respiração, que afetam consideravelmente o crescimento e o 

desenvolvimento vegetal (DAÍ et al., 2007). Na soja, secas severas durante a floração e 

o enchimento de grãos induzem alterações fisiológicas como o fechamento estomático 

e o enrolamento de folhas e, como conseqüência, causam a queda prematura de folhas 

e flores e o abortamento de vagens, resultando na redução do rendimento final de grãos 

(EMBRAPA, 2006). 

Atualmente, as perdas relacionadas à seca constituem-se no principal 

problema para a produção de grãos e, nas últimas décadas, esses eventos têm 

aumentado, provavelmente associados às mudanças climáticas decorrentes do 

aquecimento do planeta (STOKSTAD, 2004). Previsões indicam que fatores climáticos 

extremos tenderão a aumentar, incluindo secas mais freqüentes e prolongadas 

(SCHIERMEIER, 2006). Segundo estimativas, nos últimos anos, os estresses abióticos 

causaram perdas de mais de 50% na produção (BRAY et al., 2004), sendo que a seca, 

especificamente, pode provocar perdas de mais de 15% no campo (POROYKO et al., 

2007). Para a sojicultura, os dados mostram que as perdas resultantes do déficit hídrico 

são constantes. Somente na safra brasileira de 2005/2006, esses números atingiram 

3,8 milhões de toneladas, correspondendo a 17,7% do potencial produtivo (AEN - PR, 

2007). As conseqüências das perdas relacionadas à seca são enormes, uma vez que 

não somente produtores, mas toda a sociedade é afetada. Desemprego, aumento no 

preço de alimentos e instabilidade no mercado financeiro são somente algumas das 

conseqüências (NEPOMUCENO et al., 2001). 

Entre as alternativas para amenizar os problemas da insuficiência de 

chuvas está o uso da irrigação. Entretanto, fatores econômicos e, principalmente, 

disponibilidade de recursos hídricos aparecem como sérios obstáculos para a utilização 

desta estratégia. Outra possibilidade é o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas 

às condições de déficit hídrico. No entanto, algumas dificuldades surgem para o 

melhorista na seleção de linhagens mais tolerantes, como quantificar o efeito do 

estresse, seja pela falta de metodologia de avaliação, em razão da complexidade dos 

mecanismos envolvidos, ou pela instabilidade e intensidade da ocorrência do fator de 
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estresse. Além disso, a tolerância à seca é considerada uma característica poligênica e 

difícil de ser trabalhada somente pelo melhoramento genético convencional (BEEVER, 

2000). 

Assim, visando o desenvolvimento de plantas que possam suportar 

períodos mais longos de estiagem e/ou que possam tolerar estresses abióticos, 

pesquisas em biotecnologia, especialmente na área de biologia molecular, têm papel 

fundamental. Varias técnicas desenvolvidas nos últimos anos, têm permitido a análise 

da expressão gênica de várias espécies em nível global e/ou pontual. 

Trabalhos com técnicas moleculares como Microarranjos de DNA, que 

possibilita a análise simultânea de milhares de genes (TALAMÈ et al., 2007; JUNG et 

al., 2008), e PCR quantitativo em tempo real (RT - qPCR), que permite a quantificação 

dos níveis de RNAm de genes de interesse em diferentes condições (KAVAR et al., 

2008; BIES-ETHÈVE et al., 2008), têm acelerado consideravelmente a compreensão 

dos mecanismos envolvidos e o desenvolvimento de estratégias moleculares para o 

aumento da tolerância a estresses (KASUGA et al., 2004). Estas técnicas são 

importantes, considerando-se que estresses abióticos como a seca desencadeiam na 

planta a expressão de vários genes e que os produtos desses genes agem em 

mecanismos de tolerância e/ou resposta ao estresse (YAMAGUCHI – SHINOZAKI; 

SHINOZAKI, 2006). 

Em trabalho recente, realizado por STOLF (2007) com microarranjos de 

cDNA, 145 genes foram identificados com sendo diferencialmente expressos em 

resposta à seca. Estes genes codificam proteínas envolvidas direta e/ou indiretamente 

em rotas metabólicas de resposta a estresses bióticos e abióticos e foram classificados 

em categorias funcionais, entre elas genes envolvidos na produção de energia, fatores 

de transcrição, genes envolvidos em diferentes vias anabólicas e/ou catabólicas como 

aminoácidos, lipídeos, carboidratos e no metabolismo fotossintético, genes de 

respostas a estresses, genes que participam da síntese de proteínas, de vias de 

comunicação celular, do ciclo celular, do transporte celular e genes com função 

desconhecida. 

A técnica de microarranjos de DNA apresenta a mesma limitação de 

outras técnicas de análise de expressão gênica em larga escala, ou seja, a baixa. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 MECANISMOS MOLECULARES DE RESPOSTA DA PLANTA A SECA 

 

 

A água é um dos mais importantes fatores ambientais que regulam o 

crescimento e desenvolvimento vegetal, e sua falta afeta seriamente o crescimento e a 

produtividade. O déficit hídrico (também conhecido como seca) pode ser definido como 

a ausência da hidratação necessária para que a planta cresça normalmente e complete 

seu ciclo de vida (MANIVANNAN et al., 2008; SURALTA; YAMAUCHI, 2008). 

As plantas, quando submetidas a seca, apresentam acentuada redução 

da biomassa de raízes, caules, folhas, flores e frutos. (MAJAN; TUJETA, 2005; 

KALEFETOGLU; EKMEKÇY, 2005). Os primeiros sinais visíveis e evidentes da 

deficiência hídrica ocorrem nas folhas, que apresentam senescência prematura, no 

entanto as mudanças iniciais morfológicas e metabólicas acontecem nas raízes. Essas 

mudanças não refletem meramente na redução progressiva do conteúdo de água na 

planta, mas também em mudanças qualitativas e quantitativas em seu metabolismo, 

sugerindo que através de um grande número de mecanismos, o vegetal pode, dentro de 

diferentes limites, tolerar a seca e se recuperar de seus efeitos (KAVAR et al., 2008). 

Neste enfoque, as raízes desempenham um papel importante na 

adaptação das plantas ao estresse hídrico, participando de sua percepção e enviando 

esses sinais à parte aérea (KAM et al., 2008). O crescimento, a morfologia e a 

arquitetura das raízes são extensivamente modulados pela disponibilidade de água no 

solo (HUANG; GAO 2000; WU; COSGROVE 2000; MALAMY 2005), sendo que, em 

condições de déficit hídrico, seu crescimento relativo pode sofrer um aumento, 

facilitando a capacidade do sistema radicular em extrair água de camadas mais 

profundas do solo, pois para a planta, nestas condições, é importante o 

desenvolvimento de um sistema radicial mais profundo, melhor adaptado para a 

captação constante de água (MAHAJAN; TUJETA, 2005). A garantia de um sistema 
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radicular com uma capacidade de extração eficiente de água é característica 

fundamental no processo de adaptação à seca (KAM et al., 2008). 

Em razão das características funcionais que a água desempenha na 

planta, como turgor celular, meio de transporte, solvente em reações e processos 

celulares, quando esta falta na célula a regulação não permanece por muito tempo e, 

normalmente, o metabolismo é interrompido. O acúmulo de íons, como resposta à falta 

de água, pode danificar a célula vegetal, provocando o rompimento de membranas e 

causando a desnaturação de proteínas. Como resultado desta limitação hídrica, 

aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos e proteínas não interagem mais com esta e, sem 

essas interações, proteínas são desnaturadas e enzimas inibidas. Outro fato importante 

que ocorre no metabolismo celular durante a falta de água é a degradação de ácidos 

nucléicos (KAEFETOLGLU; EKMEKÇÍ, 2005). 

De modo geral, as respostas moleculares comuns aos estresses 

ambientais têm sido intensivamente estudadas já há alguns anos e vários trabalhos 

mostram que estes mecanismos envolvem uma complicada rede de sinalização 

metabólica que controla a percepção desses sinais de estresses ambientais, a geração 

de mensageiros secundários e de sinais de tradução. Assim, o entendimento profundo 

desses processos moleculares é vital para a agricultura desenvolvida em áreas áridas e 

semi-áridas do mundo (SHAO et al., 2007). A resposta das plantas a estresses 

abióticos é complexa, envolve muitos genes e mecanismos bioquímicos e moleculares. 

A elucidação do controle molecular dos mecanismos de tolerância a estresses abióticos 

como a seca, ainda está em andamento; no entanto, futuramente, aliando a estes 

conhecimentos ferramentas moleculares, será possível o desenvolvimento de plantas 

mais tolerantes, baseado na expressão de genes de resposta a estresses específicos 

(WANG et al., 2003). 

Uma importante resposta das plantas à desidratação é a 

osmorregulação. Açúcares como rafinose (RFO), sacarose, trehalose e sorbitol, 

açúcares ácidos como manitol, aminoácidos como a prolina, aminas como a glicina 

betaína e as poliaminas se acumulam sob estresses de seca, funcionando como 

osmólitos, mantendo o turgor e estabilizando proteínas e estruturas celulares durante o 

estresse. Diversos genes envolvidos na produção desses osmólitos têm sido estudados 
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buscando-se o aumento da tolerância a estresses abióticos em plantas (SEKI et al., 

2007). Dentre os açúcares citados, a trehalose destaca-se por ser um dos mais efetivos 

osmoprotetores, no que se refere a concentrações mínimas exigidas (INGRAN; 

BARTLES, 1996). Em trabalho recente, com Arabidopsis thaliana e tabaco, Karim et al., 

(2007) conseguiram desenvolver plantas transgênicas contendo os genes TPS1 e/ou 

TPS2, que participam da via que resulta na síntese da trehalose, resultando em plantas 

com maior concentração de trehalose e tolerantes à seca, sem efeitos indesejados. 

Ainda, devido a sua importância na tolerância das plantas a estresses 

abióticos, a galactinol sintase (GolS), enzima chave na produção de rafinose (RFOs), 

tem sido muito estudada. A GolS sintetiza galactinol a partir de UDP-Galactose e 

mioinositol, que atua como um doador de galactosil na síntese de rafinose, estaquiose e 

verbascose (PETERS et al., 2007; PANIKULANGARA et al., 2004). Utilizando a técnica 

de RT - qPCR, foram encontrados altos níveis de expressão do gene GmGOLS em 

folhas de soja das cultivares Conquista e BR16, submetidas a condições de déficit 

hídrico, comprovando que este gene provavelmente está envolvido em respostas a 

seca (STOLF, 2005). 

A prolina, outro osmoprotetor, possui em seu processo de síntese uma 

importante enzima, a P5CS. Yamada et al., (2005), trabalhando com petúnias 

transgênicas superexpressando os genes AtP5CS e OsP5CS, verificaram que as 

mesmas mostraram um aumento na síntese de prolina, e, conseqüentemente, um 

aumento na tolerância à seca. 

Também sob condições de estresse, as proteínas LEA (Late 

Embryogenesis abundant), que estão presentes durante estágios avançados da 

embriogênese (HONG-BO et al., 2005) e são produzidas em muitos órgãos da planta 

durante seu desenvolvimento, são acumuladas (KALEMBA; PUKACKA, 2008). A 

superexpressão de alguns genes LEA e LEA-LIKE tem sido relatada como promovendo, 

em plantas, um aumento de tolerância à desidratação (HUANG et al., 2008). Sugere-se 

que seu papel na resposta a estresses seja de chaperonas moleculares, promovendo a 

estabilização de proteínas ou membranas (CHAVES; OLIVEIRA, 2004). Em recente 

trabalho de POLIZEL (2007) com soja transformada com a construção rd29/DREB1A, 

foram constatados altos níveis de expressão desta classe de proteínas, indicando que 
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esse gene faz parte da cascata de genes regulados por DREB1A, um importante fator 

de transcrição, que comprovadamente regula resposta vegetais ao déficit hídrico. 

Ainda, uma das mais importantes respostas das plantas à seca é a 

produção do fitohormônio ácido abscísico (ABA) (SEKI et al., 2007). Esse fitohormônio 

desempenha um importante papel na adaptação de tecidos vegetais a estresses 

abióticos como a seca e a alta salinidade, assim como na maturação e na dormência de 

sementes (SHINOZAKI et al., 2003). O ABA promove o fechamento estomático em 

células guarda, mediando o efluxo de solutos e regulando a expressão de muitos 

genes, que podem agir na tolerância à desidratação em tecidos vegetativos e sementes 

(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006). Muitos genes induzidos por seca são 

também induzidos por tratamento de ABA exógeno, enquanto outros não o são. 

Análises moleculares têm demonstrado a existência de sistemas regulatórios 

dependentes e não dependentes de ABA na rede regulatória transcricional sob 

condições de seca (SEKI et al., 2007). Diversos genes induzidos por ABA possuem em 

suas regiões promotoras a seqüência conservada, ACGTGGC, denominada ABRE 

(ABA responsive element). O ABRE funciona como um elemento que atua de maneira 

cis ao DNA, participando da regulação via ABA, da expressão de genes relacionados a 

estresses abióticos (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006). 

Alguns fatores de transcrição têm sido sugeridos como reguladores de 

respostas a estresses. Estes fatores são classificados dentro de diversas famílias, 

baseado principalmente na estrutura de seus domínios de ligação ao DNA (DNA-

binding domain). Assim, membros das famílias MYB, ERF, bZIP e WRKY (SINGH et al., 

2002; JUNG et al., 2008) são apontados como relacionados a estresses abióticos. Além 

destes citados anteriormente, outros fatores de transcrição estão envolvidos na 

resposta a estresses e têm sido alvos de muitos estudos e trabalhos. A família de 

fatores de transcrição MYC está envolvida na resposta das plantas a estresses 

abióticos como a seca, tendo sua expressão induzida por tratamento com ABA, seca e 

alta salinidade (KIM, 2006). O aumento da expressão de genes AtMYC2, membro da 

família MYC em A. thaliana, resultou em plantas com alta sensibilidade ao ABA, uma 

vez que esses fatores de transcrição atuam em genes que possuem a seqüência 

conservada ABRE, conferindo tolerância ao estresse osmótico (ABE et al., 2003). 
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A superfamília de AP2/ERF (APETALA2/Fator de Resposta ao Etileno - 

inicialmente denominada EREB), é a segunda maior família de fatores de transcrição 

em plantas e está presente em todo o reino vegetal, sendo caracterizada em diversas 

espécies vegetais (TANG et al., 2007). Atuam em diversas vias regulatórias de resposta 

a estresses bióticos e abióticos e atuam em resposta ao etileno (MANTIRI et al, 2008). 

Esta família está subdividida em quatro subfamílias: AP2, ERF, RAV e DREB (ZHUANG 

et al, 2008), sendo que essa última vem sendo muito estudada devido ao papel que 

desempenha em respostas a estresses abióticos como seca, frio e salinidade. 

HIROTA et al. (2007), trabalhando com A. thaliana superexpressando o 

gene PUCHI, pertencente à subfamília AP2, verificaram que este gene está relacionado 

complexo inicial de desenvolvimento de raízes laterais. Com a superexpressão do gene 

HARDY (HRD), membro da subfamília ERF em arroz, KARABA et al., (2007) obtiveram 

plantas transformadas mais tolerantes à seca e à alta salinidade, que apresentaram 

aumento na eficiência do uso da água, na razão produção de biomassa por uso da 

água, aumento na assimilação da taxa fotossintética e redução da transpiração. 

Plantas de A. thaliana superexpressando o fator de transcrição 

ZmNFYB2, pertencente a família de fatores de transcrição NF-Y, também conhecida 

como família HAP ou CAAT, oriundo de milho, também mostraram aumento das 

respostas fisiológicas de tolerância à seca, tais como condutância estomática, 

temperatura da folha, redução da murcha e manutenção da fotossíntese (NELSON et 

al., 2007). 

Os genes que codificam fatores de transcrição denominados DREB 

(Dehydration Responsive Element Binding), pertencentes a subfamília DREB tem sido 

alvo de muitos estudos. Estes fatores estão envolvidos na ativação de vários outros 

genes, responsáveis por mecanismos de proteção das estruturas celulares durante a 

desidratação celular (SHINOZAKI; YAMAGUCHI - SHINOZAKI, 2000). 

Em trabalhos utilizando a construção rd29/AtDREB1A foi constatado 

que as plantas de soja transgênicas tiveram a ativação desses genes de resposta à 

seca, durante a desidratação, resultando em plantas mais tolerantes (POLIZEL, 2007; 

BENEVENTI, 2006). Plantas de A. thaliana, contendo o gene GmDREB2, mostraram-se 

mais tolerantes à seca e à alta salinidade, sendo que a expressão deste gene pode ser 
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dependente ou não de ABA (CHEN et al., 2007). O fator de transcrição DREB2A 

também foi ativado em resposta à desidratação em plantas transgênicas, conferindo 

maior tolerância à desidratação e também ao calor (SAKUMA et al., 2006; QIN et 

al.,2007). 

 

 

2.2 REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

 

A eficiência dos mecanismos moleculares e bioquímicos que controlam 

fenômenos biológicos tais como diferenciação, controle celular, desenvolvimento e 

resposta a estímulos ambientais está estritamente relacionada com a fina regulação da 

expressão gênica. Esta regulação assegura que uma determinada proteína seja 

produzida em sua exata quantidade, no exato momento e no local apropriado para que 

sua função biológica no desenvolvimento do organismo seja cumprida (NÃÃR et al, 

2001). 

Deste modo, a regulação da expressão gênica personifica o 

sustentáculo principal para o desenvolvimento das plantas em respostas aos estímulos 

ambientais (ROOK et al., 2006). Em células eucarióticas, a indução da expressão 

gênica e da atividade de proteínas biologicamente ativas pode ser regulada em diversos 

níveis (FERREIRA, 2006), que serão descritos a seguir. 

O primeiro nível de regulação da expressão gênica ocorre por 

alterações na estrutura da cromatina. As proteínas regulatórias ou fatores de 

transcrição (TFs) interagem com a cromatina de acordo com o grau de compactação do 

DNA e a presença de histonas e ilhas de metilacão (Figura 1), permitindo que a RNA 

polimerase acesse genes específicos e inicie a sua transcrição (LI et al, 2007). 
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Figura 1 – Interação entre a estrutura da cromatina com os fatores de transcrição na regulação 

da expressão gênica.  
Fonte: Komili e Silver (2008). 
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O segundo e principal nível de regulação da expressão gênica é a 

iniciação da transcrição, que pode ser afetada pela ligação de diferentes reguladores 

(fatores de transcrição), ao promotor do gene, agindo como ativadores ou repressores e 

das interações entre eles e o complexo basal de transcrição (FERREIRA, 2006). 

A ocorrência de splicings alternativos dos RNAs mensageiros 

eucarióticos geram múltiplos mRNAs diferentes do mRNA precursor, representando um 

mecanismo de regulação da expressão gênica em eucariotos, tendo papéis importantes 

em diversas situações. Entre os diferentes tipos de splicing são variáveis a inclusão de 

éxons, seleção de sítios 5' e 3' alternativos, inclusão mutuamente de éxons exclusivos e 

retenção de íntrons (GABUT et al, 2008). Assim, o processamento e modificação pós 

transcricionais, evidenciam o terceiro nível regulatório. 

O transporte do mRNA já processado do núcleo para o citoplasma, 

onde será traduzido, consiste no quarto nível de controle da expressão gênica. Trata-se 

de um processo complexo, conservado ao longo do processo evolutivo, essencial para 

a expressão gênica em todas as células eucarióticas (HAUTBERGUE et al, 2008; 

FARNY et al., 2008). Ao contrário dos mRNAs procarióticos, que possuem uma meia-

vida de 1 a 5 minutos, a estabilidade dos mRNAs eucarióticos pode variar bastante 

(FERREIRA, 2006). De acordo com a ocorrência de degradação do mRNA serão 

determinados os níveis de expressão gênica (ISKEN; MAQUAT, 2007), desta forma, a 

estabilidade do mRNA constitui o quinto nível de regulação da expressão gênica. 

Na iniciação da tradução encontra-se o sexto nível de regulação, e 

ocorre devido muitos mRNAs possuírem múltiplos códons de iniciação (ATG). A 

habilidade dos ribossomos em reconhecer o sítio correto pode afetar a produção da 

proteína (FERREIRA, 2006). Dentre as modificações pós-traducionais, sétimo nível de 

regulação da expressão gênica, encontram-se a sumorilação (MIURA et al, 2007), 

glicosilação, fosforilação (REINDERS; SICKMANN, 2007), acetilação e metilação, 

(MAZZUCOTELLI et al., 2008), sendo que estes mecanismos regulatórios são 

essenciais em diversos processos biológicos. 

O transporte de proteínas para o seu sítio de ação é essencial para que 

possam tornar-se biologicamente ativas após a tradução (CLAYTON; SHAPIRA, 2007), 

sendo, portanto, este o oitavo nível regulatório. Muitas proteínas são rapidamente 
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degradadas, enquanto outras permanecem estáveis, fato relacionado a seqüências 

específicas de aminoácidos que levam à rápida degradação, o que faz com que o 

controle da estabilidade da proteína seja o nono nível de regulação da expressão 

gênica (FERREIRA, 2006). 

Assim, verifica-se que existem níveis regulatórios transcricionais, 

traducionais e pós-traducionais, sendo que estes podem agir em separado ou 

interagirem no aumento ou inibição da expressão gênica (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2 – Interação entre os níveis de regulação da expressão gênica em eucariotos.  
Fonte: Komili e Silver (2008). 

 

 

Em plantas submetidas a estresses abióticos, verifica-se que as 

alterações acontecem tanto em nível pós-transcricional (mRNA) quanto em nível pós-

traducionais (proteínas), nas vias de regulação da expressão de genes de resposta ao 

estresse aplicado (MAZZUCOTELLI et al., 2008). Entretanto, apesar de serem 
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conhecidos todos estes níveis de regulação da expressão gênica, para a maioria dos 

genes a regulação que acontece durante a transcrição é sem dúvidas a principal via, e 

esta ocorre através da atuação dos fatores de transcrição (ROOK et al., 2006) 

Os fatores de transcrição (FT) são proteínas regulatórias que modulam 

a expressão de grupos específicos de genes, através de seqüências específicas de 

ligação ao DNA e interações proteína - proteína. Eles interagem com a maquinaria geral 

de transcrição, agindo na cromatina, remodelando proteínas e/ou outros fatores de 

transcrição. Podem atuar como ativadores ou repressores da expressão gênica, 

mediando aumentos ou decréscimos no acúmulo de RNA mensageiro (RIECHMANN et 

al., 2000; BROUN, 2004). 

Existem duas categorias de fatores de transcrição. A primeira é formada 

pelos fatores basais, necessários para a formação do complexo de pré-iniciação da 

transcrição, presentes em todas as células e ativos nas mais diversas condições. Na 

segunda categoria estão os fatores de transcrição sítio-específicos, presentes apenas 

nos tipos celulares onde atuam e/ou em determinado momento do ciclo de vida do 

organismo. Fatores sítio-específicos reconhecem e se ligam a seqüências específicas 

localizadas nos promotores dos genes (elementos cis), e, associados a outros 

componentes da maquinaria de transcrição, como fatores basais, cofatores, 

remodeladores de cromatina e a própria RNA polimerase II, ativam ou reprimem a 

síntese do mRNA (LEE; YOUNG, 2000; LIN; BARBOSA, 2002). 

Os fatores de transcrição são reguladores críticos nas mudanças da 

expressão gênica, conduzindo processos de desenvolvimento e respostas a estresses 

ambientais. Mais de 1600 fatores de transcrição, representando aproximadamente 6% 

do número total de genes já foram identificados no genoma da A. thaliana 

(RIECHMANN et al., 2000, GONG et al., 2004, JUNG et al., 2008). A regulação 

transcricional é essencial para adaptação da planta a estresses abióticos. Múltiplos 

fatores de transcrição requeridos para a regulação transcricional, sob estresses 

abióticos, têm sido identificados e analisados funcionalmente (GAO et al., 2007). 

Esses FTs regulam cascatas de genes que podem induzir importantes 

mudanças morfológicas, fisiológicas e/ou metabólicas. Muitos dos fatores de transcrição 

presentes nas plantas foram previamente identificados em animais e classificados de 
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acordo com seus domínios de ligação ao DNA (DNA-binding): MADS-box, 

homeodomínio, dedos de zinco, bZip, (zíper básico de leucina) também denominado 

basic hélice-giro-hélice, (bHLH), MYB etc. Outras famílias de fatores de transcrição 

ocorrem somente nos vegetais, tais como, AP2/ERF (proteínas ligadas a respostas ao 

etileno), WRKY (proteínas caracterizadas pela seqüência de aminoácidos WRKYCQK 

altamente conservada), NAC (meristema não apical do cotilédone), DOF (DNA ligado 

com um dedo), ARF (fator de resposta à auxina) e as proteínas AUX/IAA (auxina/indole-

3-ácido acético) (MONTIEL et al., 2004). 

O estudo de fatores de transcrição tem contribuído muito no 

entendimento das vias metabólicas de resposta das plantas a estresses abióticos, uma 

vez que eles têm papel fundamental em quase todos os processos biológicos (JAKOBY 

et al., 2002). Sendo assim, tais fatores são considerados importantes alvos tanto para a 

descoberta de rotas metabólicas como para a manipulação das mesmas (BROUN, 

2004), visto que além de agir como moduladores das cascatas gênicas, estes ainda 

atuam ampliando ou inibindo a resposta de genes alvos (YANHUI et al., 2006). 

Na agricultura, através de técnicas de engenharia genética, há um 

interesse considerável em identificar e utilizar fatores de transcrição chaves na defesa 

de plantas, objetivando-se, principalmente, a obtenção de cultivares com tolerância 

aumentada a estresses abióticos e agrotóxicos, e com maior resistência a patógenos 

(STOLF, 2007). Por isso, no presente estudo, os fatores de transcrição MYBJ7, bZIP50, 

C2H2 e NAC2, descritos a seguir, foram selecionados para análises moleculares mais 

detalhadas, uma vez que estes apresentam características de respostas a estresses e 

são ativados em condições de seca. 

As proteínas MYB (Myeloblastosis) constituem uma classe de fatores 

de transcrição presentes em todos os eucariotos. Foram identificados como envolvidos 

na regulação de processos planta-específicos, tais como a regulação do metabolismo 

de fenilpropanóides, o controle da especialização da morfologia das células e a 

regulação das respostas vegetais a estresses bióticos e abióticos (COMINELLI et al., 

2008). Genes desta família têm sua expressão ativada por ABA (ABE et al., 2003). DAÍ 

et al., (2007), trabalhando com A. thaliana, demonstraram que plantas transgênicas 

superexpressando o fator OsMYB3R-2, apresentaram maior tolerância à seca, ao frio e 
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à salinidade. Também, em A. thaliana, o gene AtMYB44 foi superexpresso resultando 

em plantas mais tolerantes à seca e a salinidade, através, principalmente, do 

mecanismo de resposta dos estômatos (JUNG et al., 2008). 

Em plantas, os fatores de transcrição zíper básico de leucina (bZIP) 

constituem uma grande família, com 75 membros presentes em A. thaliana (SINGH et 

al., 2002). Participam de processos de regulação que incluem defesa contra patógenos, 

sinalização, maturação de sementes e desenvolvimento floral (JAKOBY et al., 2002). 

Rodriguez - Uribe e O'conell (2006) descreveram que o fator de transcrição bZIP está 

envolvido na resposta adaptativa de elongação de raízes em dois tipos de feijão, 

submetidos à seca. Existe muita similaridade entre membros da família bZIP com os da 

família ABF/AREB/AB15, indicando que nestes fatores existem regiões domínio de 

resposta ao ABA (KIM, 2006). Genes desta família provavelmente participam ainda de 

processos de ajuste osmótico, uma importante resposta adaptativa das plantas à seca e 

outros estresses abióticos (CHAVES et al., 2003). 

O domínio NAC (NAM, ATAF1, CUC2) foi originalmente definido como 

um domínio N-terminal altamente conservado. Seu nome deriva dos genes NAM (No 

Apical Meristem - meristema não apical), de petúnias, ATAF1 e CUC (Cup Shaped 

Cottyledon2 - cotilédone em forma de taça), de A. thaliana. Genes pertencentes a esta 

família estão amplamente presentes em plantas, mas não em outros eucariotos (GUO & 

GAN, 2006). Dentre suas funções biológicas estão o desenvolvimento embrionário, 

floral e vegetativo, a formação de raízes laterais, a sinalização de auxina e a defesa 

contra estresses abióticos (HE et al., 2005; OLSEN, 2005). Diversos trabalhos com 

genes da família NAC têm apontado que estes atuam nos processos de defesa da 

planta à seca e à alta salinidade, por exemplo. Em trabalho com o gene SNAC1 em 

arroz, este apresentou aumento da expressão em situação de seca e alta salinidade, 

sendo que sua expressão predominante foi detectada em células guarda, resultando em 

plantas mais tolerantes a estes estresses (HU et al., 2006). Também em arroz, o gene 

SNAC2 (Stress-responsive NAC2) quando superexpresso, levou à obtenção de plantas 

mais tolerantes ao frio e à salinidade (HU et al., 2008). 

As proteínas dedo de zinco (ZFP) do tipo C2H2 (Cysteine2/ histidine2) 

constituem uma das maiores famílias de fatores de transcrição em eucariotos 
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(AGARWAL et al., 2007). Participam de diversos processos, sendo importantes no 

desenvolvimento e nas rotas metabólicas de muitas plantas (CHRISPEELS et al., 

2000). Desempenham ainda funções na defesa das plantas a estresses abióticos como 

alta salinidade, frio, seca e danos mecânicos (MITSUYA et al., 2007). XU et al.,(2007), 

trabalhando com o gene THZF1, pertencente à família C2H2 em A. thaliana, constatou 

que este gene está envolvido na resposta ao estresse salino e à seca. CIFTCI-YILMAZ 

et al., (2007) também mostraram o envolvimento do domínio EAR na defesa de A. 

thaliana a estresse salino. A superexpressão de OsISAP1 , um tipo de C2H2, conferiu 

tolerância aos estresses de frio, desidratação e salinidade em tabaco transgênico, no 

estágio de germinação de sementes (MUKHOPADHYAY et al., 2004). 

 
Análise da expressão gênica 

 
Nas últimas duas décadas, ocorreram importantes avanços no 

entendimento das mudanças transcricionais induzidas por estresses ambientais e ainda 

na identificação de proteínas de sinalização e de fatores de transcrição que regulam a 

expressão de genes estresse - induzidos. Os resultados indicam um complexo processo 

constituído por diversas rotas metabólicas e iniciado pela percepção do estresse, que 

culmina com mudanças transcricionais específicas (MAZZUCOTELLI et al., 2008). 

Estes dados de pesquisa científica só foram alcançados graças ao uso de tecnologias 

avançadas no estudo da expressão gênica, fato decisivo, uma vez que o entendimento 

das respostas das plantas a estresses abióticos em nível molecular fornece 

embasamento para os futuros avanços da engenharia genética (ZHOU et al., 2007). 

Durante os últimos anos, várias técnicas foram e estão sendo 

desenvolvidas com o objetivo de analisar global e/ou pontualmente a expressão gênica 

das espécies. Assim, a capacidade de medição simultânea da expressão de milhares 

de genes tornou-se um poderoso sistema analítico. A disponibilidade de novas 

tecnologias para este fim resulta em muitas estratégias para o estudo da resposta 

gênica (MITRA et al., 2003). 

Técnicas para a análise diferencial da expressão de genes utilizam 

como alvo de estudo, principalmente os transcritos (moléculas de mRNA), que são 

sintetizados pelo indivíduo durante determinado tratamento, em comparação com 
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aqueles produzidos na ausência do mesmo. A análise global dos transcritos de um 

organismo expressos em situações específicas constitui uma das áreas da era 

Genômica, também conhecida como Transcriptômica. (MARCELINO et al., 2007). 

Recentes progressos na biologia molecular, na genômica (estudo do 

genoma), na proteômica (estudos das proteínas sintetizadas) e na metabolômica 

(estudo do metabolismo) têm fornecido importantes informações sobre as relações 

existentes dentro do complexo sistema da rede regulatória dos genes vegetais, que são 

principalmente compostas por genes induzidos (fatores ambientais e sinais de 

desenvolvimento), expressão programada e elementos regulatórios (elementos - cis e 

elementos - trans), correspondendo às diferentes rotas metabólicas bioquímicas e a 

diversos fatores sinais (SHAO et al., 2007). 

Tecnologias como ESTs (Expression Sequence Tags - Etiquetas de 

seqüências expressas), SAGE (Serial Analysis for Gene Expression - Análise serial da 

expressão gênica) ou MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) não requerem 

conhecimento prévio das seqüências dos transcritos, possibilitando, desta forma, a 

identificação de transcritos ainda desconhecidos ou não identificados (NIELSEN et al., 

2003). Em diversos sistemas de plantas, as ESTs têm estabelecido uma direção 

aproximada para a descoberta de genes associados às respostas aos estresses, sejam 

abióticos ou bióticos (GORANTLA et al., 2007). 

Por outro lado, a técnica de microarranjos auxilia a elucidar as bases 

moleculares de como diferentes plantas respondem a um estímulo em particular. 

Diferente das técnicas tradicionais, os microarranjos permitem análises simultâneas de 

um grande número de genes, de maneira imparcial. Portanto, esta metodologia é uma 

poderosa ferramenta nos esforços para o rápido desenvolvimento de plantas agrícolas, 

com tolerância à seca e a outras condições ambientais adversas (KATHIRESAN et al., 

2006). No entanto, ao contrário das ESTs, sua eficiência é baseada no conhecimento 

prévio dos genes, utilizando-se de sondas que são desenhadas para se hibridarem a 

transcritos conhecidos (KUO et al., 2002). 

Apesar de analisar a expressão de centenas de genes 

simultaneamente, técnicas de análise da expressão gênica em larga escala como os 

microarranjos de DNA, apresentam baixa sensibilidade comparativa. Atualmente a 
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técnica de PCR em tempo real ou PCR quantitativo (RT - qPCR) apresenta-se como a 

metodologia mais precisa para quantificar níveis de expressão de um determinado 

gene, oferecendo ainda dados rápidos e reprodutíveis (GINZINGER, 2002). 

A revolução da técnica de RT - qPCR consiste na possibilidade de 

monitorar, ciclo a ciclo, a amplificação dos fragmentos de DNA ou RNA, proporcionando 

uma quantificação precisa dos ácidos nucleicos e com maior reprodutibilidade dos 

resultados, uma vez que os valores são determinados durante a fase exponencial da 

reação de PCR. O ponto que o equipamento detecta o ciclo no qual a reação atinge o 

limiar da fase exponencial é denominado de Cycle Threshold. Este ponto permite a 

quantificação exata e reprodutível dos produtos amplificados, baseando-se na 

fluorescência emitida (NOVAIS et al., 2004). Existe uma relação direta entre a 

quantidade inicial de seqüências alvo e a quantidade final de produtos amplificados e 

acumulados a cada ciclo. Outro diferencial da técnica está na eliminação de processos 

pós-ciclagem, como a eletroforese, diminuindo assim erros e contaminações (BUSTIN, 

2000; KUBISTA et al., 2006). 

Em todas as reações de RT - qPCR deve se utilizar um normalizador, 

que funciona como uma referência ativa que normaliza a quantificação de um mRNA 

alvo, eliminando diferenças na quantidade de RNA total adicionada a cada reação. Os 

genes utilizados como normalizadores são normalmente genes constitutivos, que não 

alteram seu padrão de expressão em função de tratamentos utilizados, fase de 

desenvolvimento, tecido, etc (WALL; EDWARDS, 2002; BRUNNER et al., 2004). Alguns 

exemplos de normalizadores são os genes que codificam para o RNAR18S, o gene 

GLICERALDEÍDO-3-FOSFA TO-DESIDROGENASE (GAPDH), p-ACTINA e LECTINA, 

sendo que em soja, em experimentos com seca, os dados mostraram que o 

normalizador mais apropriado é a p-ACTINA (STOLF, 2007). 

A princípio utilizava-se a substância carcinogênica brometo de etídio 

nas reações de PCR em tempo real. Com o aprimoramento da metodologia, foram 

desenvolvidas outras técnicas, utilizando fluoróforos, que são moléculas que absorvem 

e emitem luz em um comprimento de onda específico para acompanhar cada ciclo de 

reação que o substituíram, sendo que dentre as técnicas desenvolvidas, as mais 
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utilizadas atualmente são o SYBR Green® e as sondas Taqman (NOVAIS et al., 2004; 

GINZINGER, 2002). 
O SYBR Green® é um fluoróforo que quando em solução, esta 

molécula emite pouca fluorescência, no entanto, quando ligada a uma molécula fita 

dupla de DNA, emite um forte sinal e, sob excitação, emite luz. Assim, com o acúmulo 

do produto amplificado, a fluorescência aumenta proporcionalmente e é detectada. É 

um método simples e econômico, sem necessidade de síntese de sondas específicas, 

de baixo custo, facilidade de uso e sensibilidade. A desvantagem da técnica é que a 

molécula do dye liga-se a qualquer fita dupla de DNA, inclusive, produtos inespecíficos 

de amplificação e/ou dímeros de primers, superestimando o resultado final, uma vez 

que o sinal de fluorescência emitido pode corresponder a ambos os fragmentos, 

específicos ou não (AMBION, 2007; KUBISTA et al., 2006). Uma alternativa para 

averiguar se houve a participação de produtos de amplificação inespecíficos em parte 

da fluorescência gerada, ou até mesmo dímeros de primers, é a construção de uma 

curva de dissociação ao final da PCR. Os produtos são vagarosamente desnaturados e, 

considerando que cada molécula de DNA dupla fita apresenta um temperatura de 

desnaturação específica, é possível identificar a existência de amplificação inespecífica 

(MARCELINO, 2006). 

A metodologia TaqMan utiliza uma sonda para detectar seqüências 

específicas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em 

uma extremidade um fluoróforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que 

receber energia do fluoróforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor), e a 

detecção dos produtos da reação ocorre pela atividade exonuclease 5' - 3'da Taq DNA 

polimerase, que ao clivar a sonda, esta emite fluorescência que será detectada pelo 

equipamento (MAO et al.; 2007 BUSTIN, 2002). Deste modo, durante o processo de 

amplificação a emissão de luz é aumentada de forma exponencial. Esse aumento da 

fluorescência ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificação da 

seqüência alvo é estabelecida (BUSTIN, 2002; BUSTIN et al., 2005). 

O sistema TaqMan utiliza um processo denominado FRET 

(transferência de energia ressonante por fluorescência). O FRET é uma interação 

distância-dependente entre os estados excitados eletrônicos de duas moléculas dyes 
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(Fluoróforos), na qual íons excitados são transferidos de uma molécula doadora (dye 

repórter) a uma molécula receptora (dye quencher) sem a emissão de um fóton. Assim 

quando as moléculas dyes estão próximas, ocorre transferência de energia e não 

ocorre emissão de fluorescência, que só acontece quando os fluoróforos estão 

distantes espacialmente, inibindo a transferência de energia e permitindo a emissão da 

fluorescência (GIULIETTI et al. 2001). A reação com a TaqMan é considerada um 

método sensível para determinar a presença ou ausência de seqüências especificas. 

Esse tipo de químico apresenta um custo elevado, pois a síntese de sondas específicas 

é necessária. No entanto, este sistema permite sua utilização em reações multiplex, ou 

seja, reações onde mais de um par de primers pode ser usado, detectando diferentes 

seqüências alvos (KUBISTA, et al, 2006). 
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INTRODUÇÃO 
 

Por sua natureza séssil, as plantas suportam muitas condições 

ambientais adversas, o que, conseqüentemente, requer dos vegetais uma variedade de 

respostas de aclimatação a esses estresses ambientais (GAO et al., 2007). 

A importância do estudo dos genes envolvidos na resposta aos 

estresses ambientais, como a seca, consiste no fato de que os estresses abióticos são 

os causadores dos maiores problemas na agricultura, pois reduzem o crescimento, a 

colheita e a produtividade (GAO et al., 2007). Atualmente, as perdas relacionadas ao 

déficit hídrico têm sido o principal problema na produção de grãos. Eventos de seca têm 

aumentado nas últimas décadas, provavelmente associados às mudanças climáticas, 

decorrentes do aquecimento do planeta (STOKSTAD, 2004). Previsões indicam que 

estes fatores climáticos extremos tenderão a aumentar, em freqüência e períodos de 

duração (SCHIERMEIER, 2006). No que se refere à cultura da soja, as perdas 

relacionadas à estiagem têm atingido números relevantes. Na safra 2005/2006, no Rio 

Grande do Sul e no Paraná, principais estados produtores dessa cultura, houve redução 

na produção de 10% e 14%, respectivamente (APROSSUL, 2007; AEN-PR, 2007). 

Durante sua evolução, os vegetais desenvolveram mecanismos 

sofisticados de resposta, tais como sutis alterações das condições de crescimento e 

iniciação de cascatas que sinalizam para ativar genes estresses responsivos, com a 
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finalidade de alterar processos fisiológicos e bioquímicos (GAO et al., 2007). Tais 

respostas são geralmente mediadas por fatores de transcrição, que atuam em diversos 

mecanismos, inclusive respostas a estresses abióticos (MENG et al., 2007). 

De modo geral, os fatores de transcrição, interagindo nas complexas 

rotas metabólicas de resposta aos estresses ambientais, induzem alterações nos níveis 

de expressão de alguns genes, que, em diversas situações, proporcionam o aumento 

da tolerância a esses estresses. A regulação transcricional é um dos mecanismos 

cruciais de proteção da planta às restrições impostas pelo ambiente (CHEN; ZHU, 

2004) Assim, os fatores de transcrição têm papel fundamental nas respostas 

adaptativas das plantas, por serem grupos de proteínas que controlam os processos 

celulares pela regulação de genes alvo (QU; ZHU, 2006). 

Centenas de genes estão envolvidos na resposta a estresses abióticos 

e as análises de expressão destes genes mostram a existência de diversos sistemas 

regulatórios estresses-responsivos (BUSTIN, 2000; SEKI et al., 2001). O advento da 

tecnologia de microarranjos possibilitou a identificação e investigação destes genes 

estresses responsivos (SEKI et al., 2002; TALAMÈ et al., 2007; JUNG et al., 2008). 

Em trabalho anterior de Stolf (2007), utilizando a técnica de 

microarranjos de cDNA, com raízes de soja, órgãos vegetais onde ocorrem as primeiras 

mudanças morfológicas e metabólicas nas plantas submetidas à escassez de água 

(KAVAR et al., 2008), foram identificados 145 genes diferencialmente expressos em 

condições de seca, os quais foram categorizados de acordo com suas funções 

biológicas, entre estas, genes envolvidos na produção de energia, fatores de 

transcrição, genes envolvidos em diferentes vias anabólicas e/ou catabólicas de 

aminoácidos, lipídios, carboidratos e no metabolismo fotossintético, genes de respostas 

a estresses, genes que participam da síntese de proteínas, de vias de comunicação 

celular, do ciclo celular, do transporte celular e genes com função desconhecida. 

Devido ao importante papel dos fatores de transcrição na regulação das 

rotas metabólicas e em diversos tipos de respostas vegetais a estresses, essa foi a 

categoria escolhida para este estudo, tendo sido selecionados os genes MYBJ7, 

bZIP50, NAC2 e C2H2, que tiveram aumento da expressão quando em condições de 

seca. O gene MYBJ7, membro da família MYB, é alvo de diversos estudos anteriores 
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por sua participação nas respostas das plantas à seca, sendo que vários trabalhos 

relatam que quando superexpresso, confere nas plantas aumento de tolerância à seca 

e outros estresses abióticos (JUNG et al., 2008; DAÍ et al., 2007). 

O fator de transcrição bZIP50, (região básica de zíper de leucina), é 

membro da família bZIP, e participa de diversos processos de resposta da planta, como 

por exemplo o ajuste osmótico (RODRIGUEZ – URIBE; O'CONELL, 2006; CHAVES et 

al., 2003). 

Outro gene escolhido, o NAC2 (NAM, ATAF, CUC), fator de transcrição 

membro da família NAC, presente apenas em plantas, participa de diversos processos 

fisiológicos, dentre os quais os de resposta a estresses abióticos. Em trabalhos 

superexpressando genes da família NAC, foram obtidas plantas tolerantes a estresses 

abióticos como seca, frio e alta salinidade (HU et al., 2008; HU et al., 2006). 

O gene C2H2 (Cisteína2 Histidina2), que pertence a uma família de 

fatores de transcrição de proteínas dedos de zinco, participa de diversas rotas 

metabólicas, inclusive nas de defesa vegetais à estresses abióticos (MITSUYA et al., 

2007; CHRISPEELS et al., 2000). 

Neste contexto, no presente trabalho foram realizados alinhamentos 

das seqüências de aminoácidos codificados pelos fatores de transcrição selecionados 

em soja, com genes de outras espécies vegetais, visando identificar seqüências 

consenso que os caracterizasse como pertencentes a essas famílias gênicas. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi quantificar e analisar os níveis de 

expressão dos fatores de transcrição MYBJ7, bZIP50, NAC2 e C2H2, em raízes de soja 

[Glycine max (L.) Merrill] submetidas ao déficit hídrico, utilizando-se a técnica de RT - 

qPCR. Os fatores de transcrição aqui estudados são fortes candidatos para serem 

usados em transformação genética, visando a obtenção de genótipos tolerantes a seca. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Experimento de Hidroponia 
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O experimento para a obtenção das amostras biológicas utilizadas no 

presente trabalho foi realizado em outubro de 2005 (STOLF 2007), nas instalações da 

Embrapa Soja (Londrina, PR, Brasil). Genótipos contrastantes foram assim 

selecionados para a análise diferencial de expressão de genes relacionados ao déficit 

hídrico. Com base em várias observações morfofisiológicas e agronômicas, o genótipo 

MG/BR46 (cultivar Conquista) foi escolhido como cultivar padrão tolerante, pois 

apresenta alta capacidade de suportar períodos de seca (OYA et al., 2004), enquanto a 

cultivar BR16, como padrão de sensibilidade. 

Sementes das duas cultivares foram germinadas em câmara de 

germinação climatizada e, posteriormente, as plântulas foram transferidas para sistema 

de hidroponia contendo solução nutritiva (HEWITT, 1963). 

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, consistindo de 

dois blocos, sendo que cada tratamento consistiu de 30 plantas, as quais cresceram em 

casa de vegetação até atingirem o estádio de desenvolvimento V3, quando houve a 

indução do déficit hídrico. 

Foram aplicados cinco tratamentos: T0 (controle não estressado), T25 

(25 min de estresse), T50 (50 min de estresse), T75 (75 min de estresse) e T100 (100 

min de estresse). Após a aplicação do estresse, as raízes foram coletadas, embaladas 

em papel alumínio, colocadas em nitrogênio líquido, e, em seguida, armazenadas em 

freezer a -80°C para posteriores análises moleculares. 

 

Extração e quantificação de RNA total e síntese de cDNA 

 

A extração de RNA total das amostras foi realizada utilizando-se o 

reagente Trizol (Invitrogen - Life Technologies), conforme instruções do fabricante. Após 

a extração os RNAs foram purificados e tratados com a DNAse RQ1 RNase-free DNase 

(Promega), conforme as recomendações do fabricante, e tiveram sua integridade 

verificada em gel de agarose 1%. Realizou-se ainda, a quantificação em 

espectrofotômetro, com leituras nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, 

utilizando-se H2ODEPC como controle (branco). 
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Para as reações de transcrição reversa, utilizou-se a enzima 

transcriptase reversa (Moloney Murine Leukemia Virus - M-MLV). Assim, 1,5 ng de RNA 

total foi aliquotado em microtubo, adicionando-se água ultra - pura suficiente para um 

volume de 9 ^L. A cada reação foram então adicionados 6 mM de primer randômico e, 

estas incubadas a 80°C, por 3min Após este período, os tubos foram resfriados em gelo 

e 14 de mix (6 de tampão 5X first strand; 4 de dNTP's (2,5 mM); 2 de DTT (0,1 M); 2 de 

enzima transcriptase reversa) foram acrescentados às amostras, totalizando um volume 

final de 25 As reações foram incubadas em termociclador a 37°C por 1h, e, a seguir, 

por 10min a 65°C. O cDNA foi armazenado a -20°C. 

 

Desenho dos Primers para RT - qPCR 

 

Para o desenho dos primers para amplificação dos genes por RT -

QPCR foi realizada uma busca de similaridade das seqüências dos ESTs dos fatores de 

transcrição selecionados. no National CenterforBiotechnology Information (NCBI) (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov). As seqüências selecionadas e seus respectivos números de 

acesso no GenBank são: C2H2 (Acesso No: DQ055134); NAC2 (Acesso No.: 

DQ028770); bZIP50 (Acesso No.:DQ787034) e MYBJ7 (Acesso No.: DQ902864). 

Ainda no NCBI, foram identificadas as seqüências preditas de 

aminoácidos codificados por genes pertencentes a essas famílias de fatores de 

transcrição em outras espécies vegetais. Tais seqüências foram alinhadas com as de 

soja, a fim de verificar as seqüências conservadas presentes e que os classificam em 

uma determinada família de fatores de transcrição. Foram realizados também 

alinhamentos de genes pertencentes a essas famílias em soja e uma árvore filogenética 

foi construída, com a utilização do programa Mega 4.1, utilizando o método Neighbor 

Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap. 

Os pares de primers foram desenhados próximos à região 3' de cada 

gene utilizando-se o software Primer Express versão 3.0 (Applied Biossystems, Foster, 

CA, USA), obtendo-se no final amplicons de tamanhos entre 75 e 155 pares de bases. 

As seqüências dos pares de primers desenhados para cada gene são: para o gene 

GmbZIP50: F.5'GCGACTCCGTCACTTTCCTG3' e R. 
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5'CGAACCTCTCGAACTCGTTGTT3'; para o gene GmMYBJ7, F 

5TTGTGTCTGGAGGTGAAGCCA3' e R 5'TCACCAAACTCTGCAGGCTACA3',; para o 

gene GmC2H2 F 5'CACAGATCTTTCGTGCCATCAA3' e R 

5'TTCTCATGTGCCCTCCCAAA3' e para o gene GmNAC2 

F5'CGATCGAGAAACTGCAACCAA3' e R 5'ACCTCCTCCGCTTTTCAGAATC3'. O 

gene utilizado como normalizador foi o Gm$-ACTINA (Acesso No.: DQ224371.1) com a 

seqüência de primers F 5'GAGCTATGAATTGCCTGATGG3' e R 

5'CGTTTCATGAATTCCAGTAGC3'. 

 

PCR quantitativo em tempo real 

 

Para as reações de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

utilizou-se o kit Platinum®SYBR®Green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen - Life 

Technologies), conforme recomendações do fabricante. As reações foram realizadas no 

termociclador 7300 Real Time System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). 

Curvas de eficiência de amplificação para cada par de primers dos 

genes estudados e para os primers do gene normalizador foram realizadas a partir de 

uma série de diluições do cDNA (10, 10-1, 10-2, 10-3), sendo testadas diferentes 

concentrações dos primers. Os valores de Ct obtidos em cada diluição foram plotados 

em função do logaritmo das diluições, e o índice de inclinação da reta foi utilizado para 

calcular a eficiência de cada sistema de acordo com a fórmula E=[10-1/slope]-1. Os 

parâmetros de ciclagem utilizados para as reações foram: 50oC por 2min, 95oC por 

10min, seguidos de 45 ciclos de 95oC por 2min, 62oC por 1min, sendo os dados 

coletados neste último passo. 

A concentração de primer com melhor desempenho na curva de 

eficiência foi escolhida para ser utilizada na etapa de quantificação relativa. As reações 

de PCR foram realizadas em triplicatas, constituindo-se de 8,0 uL de água Ultra pura; 

0,5 uL de ROX (referência passiva); 12,5 uL de SYBR® Green qPCR SuperMix UDG e 

2 uL de cDNA. Os parâmetros de ciclagem para as reações de amplificação foram 50°C 

por 2min; 95°C por 2min; seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15s, 60°C por 30s e 72°C 

por 30s, sendo os dados coletados na última etapa. Como normalizador, em cada 
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tratamento, utilizou-se o gene Gm(3-ACTINA (Acesso No.: DQ224371.1) que foi 

escolhido baseando-se em trabalho realizado por STOLF (2007), onde, este gene foi 

comparado a outros normalizadores utilizados na literatura, e por apresentar melhor 

desempenho em comparação aos outros para ensaios sob estresse hídrico, foi indicado 

como sendo o melhor normalizador para experimentos de seca em soja. 

O nível de expressão gênica diferencial (RQ) foi calculado, pela 

subtração do Ct da amostra de cada tratamento com o Ct do normalizador, gerando o 

ACt. Este valor de ACt dos tratamentos é subtraído do valor de ACt da amostra controle 

- T0 (calibrador), resultando num valor de AACt. O valor de RQ agora é calculado pela 

fórmula 2-AACt, onde o valor 2 representa a somatória das eficiências do gene alvo 

(100% = 1) e do normalizador (100% = 1). Primers com eficiência acima de 75% são 

recomendados a serem utilizados para as reações de quantificação relativa. 

Após o término da quantificação relativa, para verificar a formação de 

dímeros de primers, amplificações inespecíficas e possíveis erros e contaminações, 

realizou-se a curva de dissociação. 

A placa de PCR para quantificação relativa da expressão gênica 

diferencial foi montada em triplicata, com duas repetições biológicas para cada gene e 

tratamento em estudo. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Alinhamento das seqüências escolhidas para RT - qPCR 

 

A fim de determinar a classificação dos fatores de transcrição utilizados 

neste trabalho, a seqüência predita dos aminoácidos codificados por genes 

pertencentes às famílias de fatores de transcrição MYB, bZIP, C2H2 e NAC foi alinhada 

com a utilização do programa ClustalX. Os alinhamentos foram realizados comparando 

somente membros destas famílias presentes em soja e também fazendo a comparação 

de membros de soja com os de outras espécies vegetais. 

Assim, a seqüência predita de aminoácidos do gene MYBJ7 de soja foi 

alinhada com seqüências de genes da família MYB, presente em outras espécies 
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vegetais (Figura 3). Uma seqüência conservada foi encontrada, caracterizando este 

gene como pertencente a esta família de fatores de transcrição. 

A principal característica dessa família gênica é a presença do domínio 

conservado MYB, geralmente composto de uma a três repetições imperfeitas de 51 ou 

52 aminoácidos, existindo ainda, três hélices, com a segunda e terceira hélices 

formando a estrutura de ligação ao DNA helix-turn-helix (CHEN et al., 2005). 

Geralmente, estão também presentes três resíduos de triptofano, regularmente 

espaçados a cada repetição MYB. Estes participam na conformação hidrofóbica que, 

presume-se, esteja envolvida no reconhecimento específico do DNA (YANHUI et al., 

2006). 

As proteínas MYB são classificadas em 3 grupos principais: R1R2R3-

MYB, com 3 repetições adjacentes, MYB-related, grupo heterogêneo de proteínas, que 

geralmente apresenta uma única repetição, e R2R3-MYB, com 2 repetições adjacentes 

(YANHUI et al., 2006). Neste ultimo grupo, está classificado o gene MYBJ7, conforme 

mostrado nas Figuras 3 e 4. 
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Figura 3 -  Alinhamento da seqüência predita de aminoácidos codificada pelo gene MYBJ7 (no de acesso: ABI73973.1) de soja com outros 
membros da família MYB de: Daucus carota (no de acesso; BAF49444.1); Dendrobium sp. (no de acesso: AF485892_1); Gossypium 
hirsutum (no de acesso: AF336283_1), Lotus japonicus (no de acesso: BAG12895.1) e Pisum sativum (no de acesso: CAA71992.1) 
realizado pelo programa ClustalX. * significa seqüências consensos. O domínio R2 está destacado com um traço vermelho, o 
domínio R3 com um traço azul e os triptofanos regularmente espaçados destacados em amarelo. 
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O alinhamento das seqüências preditas de aminoácidos somente de 

membros da família MYB de soja (Figura 4) permitiu elevada semelhança entre as 

seqüências. Constatou-se também que esta família gênica é bastante extensa em soja, 

o que indica que tais genes participam de diversos processos biológicos nesta espécie, 

essenciais para sua sobrevivência, tal como proposto por STRACKE et al. (2001), que 

descreveram estes genes formando uma grande família gênica com cerca de 130 

membros em Arabidopsis thaliana. 

A árvore filogenética (Figura 5) permitiu verificar que o gene MYBJ7 tem 

grande similaridade com o gene MYB78, também de soja, sendo que foram formados 

dois grupos principais, sendo que somente dois genes de soja, MYB92 e MYB185, 

ficaram separados dos demais membros da família MYB de soja. Dentro do segundo e 

maior grupo, os genes MYB de soja se agruparam em um subgrupo de maior 

similaridade, comprovando a grande similaridade existente entre os membros desta 

família em soja. 
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Figura 4 - Alinhamento da seqüência predita de aminoácidos codificada pelo gene MYBJ7 (no de acesso: ABI73973.1) de soja com 

membros da família MYB também de soja: MYB29A2 (no de acesso: BAA81732.1); MYB29A1 (no de acesso: 
BAA81730.1); MYB29A2 (no de acesso: BAA81733.2); MYB60 (no de acesso: ABH02908.1); MYB78 (no de acesso: 
ABH02914.1); MYB161 (no de acesso: ABH02906.1); MYB71 (no de acesso: ABH02912.1); MYBJ6 (no de acesso: 
ABI73972.1); MYB92 (no de acesso: ABH02844.1); MYB185 (no de acesso: ABH02841.1) e MYBZ2 (no de acesso: 
ABI73970.1), realizado pelo programa ClustalX. * significa seqüências consensos. O domínio R2 está destacado com um 
traço vermelho, o domínio R3 com um traço azul e os triptofanos regularmente espaçados destacados em amarelo. 
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Figura 5 -  Árvore filogenética construída a partir de um alinhamento realizado com as 
seqüências preditas de aminoácidos codificados por genes membros da família 
MYB de soja: MYBJ7 (no de acesso: ABI73973.1) de soja com membros da família 
MYB também de soja: MYB29A2 (no de acesso: BAA81732.1); MYB29A1 (no de 
acesso: BAA81730.1); MYB29A2 (no de acesso: BAA81733.2); MYB60 (no de 
acesso: ABH02908.1); MYB78 (no de acesso: ABH02914.1); MYB161 (no de 
acesso: ABH02906.1); MYB71 (no de acesso: ABH02912.1); MYBJ6 (no de 
acesso: ABI73972.1); MYB92 (no de acesso: ABH02844.1); MYB185 (no de 
acesso: ABH02841.1) e MYBZ2 (no de acesso: ABI73970.1) com D. carota (no de 
acesso; BAF49444.1); Dendrobium sp. (no de acesso: AF485892_1); G. hirsutum 
(no de acesso: AF336283_1), L. japonicus (no de acesso: BAG12895.1) e P. 
sativum (no de acesso: CAA71992.1), utilizando o programa Mega 4.1, com o 
método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap. 

 

 

O gene bZIP50 também teve sua seqüência predita de aminoácidos alinhada 

com seqüências de genes pertencentes à família bZIP em outras espécies vegetais (Figura 6), 

entretanto, como foi encontrada pouca similaridades entre as espécies utilizadas neste 

alinhamento, foi realizado também um alinhamento utilizando somente membros da família bZIP 

presentes apenas em soja (Figura 7), que possibilitou a localização do domínio conservado 

característico desta família e que caracteriza o gene bZIP50 como pertencente a família de 

fatores de transcrição bZIP. 
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Figura 6 -  Alinhamento da seqüência predita de aminoácidos da proteína codificada pelo gene bZIP50 (no de acesso ABI34644.1) 
de soja com outros membros da família bZIP em Phaseolus vulgaris (no de acesso: AF350505_1); P. acutifolius (no de 
acesso: AAK01953.1); Cicer arietinum (no de acesso: BAA76425.1); Lycopersicon sculentum (no de acesso: 
AAD55394.1); e Solanum chacoense (no de acesso: ACB32232.1); realizado pelo programa de alinhamento ClustalX * 
significa seqüências consensos 
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Figura 7 -  Alinhamento da seqüência predita de aminoácidos de membros da família bZIP de soja; bZIP50 (no de acesso: 
ABI34644.1); bZIP43 (no de acesso: ABI34685.1); bZIP21 (no de acesso: ABI34695.1); bZIP48 (no de acesso: 
ABP88222.1); bZIP57 (no de acesso: ABI34683.1); bZIP58 (no de acesso: ABP88224.1) e bZIP85 (no de acesso: 
ABP88224.1), realizado pelo programa de alinhamento ClustalX * significa seqüências consensos. O domínio bZIP está 
destacado em vermelho 
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Deste modo, pode se afirmar que o gene bZIP50 pertence à uma 

família de fatores de transcrição bZIP, cuja principal característica é a presença de um 

domínio conservado com a mesma designação. Esse domínio apresenta uma região 

básica com aproximadamente 16 aminoácidos, caracterizado pela presença de um 

motivo invariável N-x7-R/K, seguido de um zíper de leucinas, composto de sete 

repetições de leucinas ou outros bulks de aminoácidos hidrofóbicos (Ile, Val, Phe ou 

Met). A região básica é responsável pela seqüência específica de ligação ao DNA e é 

altamente conservada. O zíper de leucina é uma seqüência anfipática de configuração 

enrolada, que confere especificidade de dimerização e, é pouco conservada 

(NIJHAWAN et al., 2008). 

A formação do zíper de leucina permite a ligação ao DNA, de modo que 

as duas subunidades se aderem via interações entre os lados hidrofóbicos de suas 

hélices, criando uma estrutura com sobreposição super-helicoidizada. A habilidade de 

formar homo e heterodomínios é influenciada pela atração eletrostática e pela repulsão 

de resíduos polares que flanqueiam as interações hidrofóbicas na superfície das hélices 

(JAKOBY et al., 2002). 

As proteínas bZIP de plantas se ligam preferencialmente á seqüências 

de DNA ACGT. A especificidade da ligação é regulada por nucleotídeos flanqueadores. 

De modo geral, os bZIPs vegetais ligam-se preferencialmente ao A-box (TACGTA), C-

box (GACGTC) e G-box (CACGTG), mas existem também exemplos de ligações à 

regiões não palindrômicas (JAKOBY et al., 2002). Membros dessa família podem ainda 

interagir com elementos cis atuantes específicos de resposta ao ABA (ABRE) e ativar 

de maneira trans a expressão de genes upstream (ZOU et al., 2008). 

Através da construção da árvore filogenética foi possível ratificar que 

genes pertencentes a família bZIP são muito distintos. Houve a formação de dois 

grandes grupos. Apesar dos genes de soja apresentarem o domínio conservado, 

metade dos genes utilizados no alinhamento se separaram em um grupo e a outra 

metade em outro, o que pode ser explicado pelo fato de apenas o domínio conservado 

característico da família é comum entre estes genes, sendo as demais regiões da 

seqüência muito díspares. O gene mais próximo ao bZIP50 foi o bZIP48 também de 

soja. 
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Figura 8 -  Árvore filogenética construída a partir de um alinhamento realizado com seqüências 
gênicas presentes em membros da família bZIP de soja: bZIP50 (no de acesso: 
ABI34644.1); bZIP43 (no de acesso: ABI34685.1); bZIP21 (no de acesso: 
ABI34695.1); bZIP48 (no de acesso: ABP88222.1); bZIP57 (no de acesso: 
ABI34683.1); bZIP58 (no de acesso: ABP88224.1) e bZIP85 (no de acesso: 
ABP88224.1), com P. vulgaris (no de acesso: AF350505_1); P. acutifolius (no de 
acesso: AAK01953.1); C. arietinum (no de acesso: BAA76425.1); L. sculentum (no de 
acesso: AAD55394.1); e S. chacoense (no de acesso: ACB32232.1), utilizando o 
programa Mega 4.1, com o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade 
Bootstrap 

 

 

Foi realizado ainda o alinhamento da seqüência predita de aminoácidos 

codificados pelo gene C2H2 de soja com genes dessa família presentes em outros 

vegetais (Figura 9). Com a realização deste alinhamento foi possível constatar o gene 

C2H2 pertence à família de fatores de transcrição C2H2, que são proteínas do tipo 

dedos de zinco (ZFPs - zinc fingers proteins) e constituem uma grande classe de 

fatores de transcrição, presentes em todos os eucariotos (ENGLBRECHT, 2004). Foi 

encontrado o domínio conservado específico de plantas QALGGH, tal qual o 

encontrado por AGARWAL (2007) em petunias. Este motivo provavelmente encontra-se 

dentro de uma superfície de contato ao DNA, no motivo dedo de zinco (ZF - zinc 

fingers). O número de ZFs nessas proteínas varia de um a quatro, sendo que para o 

gene C2H2 de soja aqui descrito, o número de ZFs é dois. De modo geral, o 

espaçamento entre os ZFs em proteínas que apresentam dois ZFs, varia entre 19 e 65 
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resíduos e, no caso de proteínas com 3 e 4 ZFs, as distâncias encontrados são de 

tamanhos mais curtos, entre 23 a 89 resíduos ou longos de 126 a 239 resíduos 

(AGARWAL, 2007). 

Verificou-se ainda que os genes pertencentes a esta família são muito 

distintos entre si, tal qual descrito por AGARWAL et al. (2007), que realizaram uma 

análise aprofundada de 189 genes da família C2H2 - ZFP em arroz, mostrando que 

membros dessa família são extremamente diversos, podendo ser identificadas 

repetições em tandem de ZFs, assim como dispersos pela seqüência. Em A. thaliana 

também foi detectada muita variação entre os membros dessa família de fatores de 

transcrição (ENGLBRECHT et al., 2004). 

As ZFPs do tipo C2H2 são caracterizadas pela presença de duas 

cisteínas e duas histidinas, no chamado domínio dedo de zinco, que estabiliza a 

estrutura tri-dimensional, consistindo de 2-stranded antiparalelos /3-sheet e uma a 

hélice circundando um zinco central (KAM et al., 2008). 

Com base no alinhamento da Figura 9 e com outros membros da 

família C2H2 de soja, foi construída uma árvore filogenética (Figura 10). Foram 

formados dois grupos, sendo um maior e o outro onde apenas dois membros de soja se 

agruparam. Foi possível confirmar a disparidade existente nesta família, pois o gene 

C2H2 de soja encontra-se mais próximo ao gene de Brassica napus que dos demais 

integrantes da família em soja.  
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Figura 9 -  Alinhamento da seqüência predita de aminoácidos da proteína codificada pelo gene C2H2 (no de acesso: ABQ53139.1) 
de soja com membros da família C2H2 encontradas em Brassica napus (no de acesso: ABB52061.1), Oryza sativa (no de 
acesso: AAP74357.1), Triticum aestivum (no de acesso: ABZ80834.1) e S. lycopersicum (no de acesso: ABR68563.1), 
realizado pelo programa de alinhamento ClustalX . O domínio conservado especifico de plantas QALGGH está destacado 
em vermelho. * significa seqüências consensos 
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Figura 10 -  Árvore filogenética construída a partir do alinhamento de seqüências preditas de 
aminoácidos codificados por genes presentes em membros da família C2H2 de 
soja: C2H2 (no de acesso: AAZ03389.1); C2H2 (no de acesso ABQ53139.1); CYS2-
HIS2 (no de acesso: CAK24965.1); C2-H2 (node acesso: ABX56674.1) e C2-H2 
(node acesso: ACA24108.1); com O. sativa (no de acesso: AAP74357.1); A. thaliana 
(no de acesso: NP_180262.1); B. napus (no de acesso: ABB52061.1); T. aestivum 
(no de acesso: ABZ80834.1); S. latifolia (no de acesso: AAY40248.1); S. 
lycopersicum (no de acesso: ABR68563.1); L. japonicus (no de acesso: 
BAG50062.1) e M. trunculata (no de acesso: ABE91967.1), utilizando o programa 
Mega 4.1, com o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap 

 

 

Na Figura 11 é mostrado o alinhamento da seqüência predita de 

aminoácidos codificados pelo gene NAC2 de soja, com seqüências de membros desta 

família de fatores de transcrição encontradas em outras plantas. Com este alinhamento 

foi possível constatar que o gene NAC2 pertence à família NAC de fatores de 

transcrição, caracterizada por apresentar um domínio NAC, originalmente definido pela 

região N-terminal altamente conservada (GUO; GAN, 2006). A denominação NAC 

deriva do gene NAM (NO APICAL MERISTEM - sem meristema apical) de petúnia 

(Petunia hybrida) e dos genes de A. thaliana ATAF1/ATAF2 e CUC2 (CUP-SHAPED 

COTYLEDON2 - cotilédone em forma de taça) (ZHAO et al., 2008). Realizou-se então o 

alinhamento de seqüências preditas de aminoácidos de membros da família NAC 

encontrados em soja (Figura 12), e verificou-se que esta família é muito conservada em 

soja. 
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Pelas suas características, o domínio NAC pode formar uma estrutura 

hélice-giro-hélice, de ligação a alvos específicos de DNA. A região C-terminal dessas 

proteínas é um provável domínio de ativação transcricional, apresentando alta 

divergência em sua seqüência (HE et al., 2005), como encontrado no alinhamento das 

seqüências (Figuras 11 e 12). Em petunias, os genes NAM têm papel essencial na 

determinação dos meristemas e primórdiose. Em A. thaliana, os genes CUC1 e CUC2 

podem induzir a formação de meristemas apicais e a diferenciação de organismos 

florais (HE et al., 2005). Os genes da subfamília ATAF são induzidos por ataque de 

patógenos e por lesões (HU et al., 2008). 

A árvore filogenética (Figura13) com o emprego do programa Mega 4.1, 

utilizando o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstraap, partir da 

seqüência predita de aminoácidos codificados por membros da família NAC utilizados 

nos alinhamentos das Figuras 11 e 12. Houve a formação de um grande grupo onde os 

diversos membros da família NAC foram reunidos, exceto pelos genes NAC5 que se 

isolaram, formando um pequeno grupo. Verificou-se ainda que o gene NAC2 é bastante 

semelhante a outro gene NAC2 de soja. 
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Figura 11 -  Alinhamento da seqüência predita de aminoácidos da proteína codificada pelo gene NAC2 (node acesso: 
AAY46122.1)de soja com membros da família NAC presentes em Prunus mume (no de acesso: BAE48667.1), Citrus 
sinesis (no de acesso: ABQ96643.1), Triticum aestivum (no de acesso: AAU08786.1), O. sativa (node acesso: 
ABD52007.1), Solanum tuberosum (node acesso: ABK96797.1) e P. vulgaris (node acesso: AF402603_1), realizado 
pelo programa de alinhamento ClustalX * significa seqüências consenso 
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Figura 12 -  Alinhamento de seqüências preditas de aminoácidos da proteína codificada pelo gene NAC2 (no de acesso; 
AAY46122.1) de soja com outros membros da família NAC também de soja: NAC2 (no de acesso; AAX85979.1); 
NAC1 (no de acesso; AAY46121.1); NAC1 (no de acesso; AAX85978.1); NAC3 (no de acesso; AAY46123.1); NAC3 (no 
de acesso; AAX85980.1); NAC4 (no de acesso; AAX85981.1); NAC4 (no de acesso; AAY46124.1); NAC5 (no de 
acesso; AAY46125.1); NAC5 (no de acesso; AAX85982.1), realizado pelo programa de alinhamento ClustalX * 
significa seqüências consenso 
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Pelas suas características, o domínio NAC pode formar uma estrutura 

hélice-giro-hélice de ligação a alvos específicos de DNA. A região C-terminal dessas 

proteínas é um provável domínio de ativação transcricional, apresentando alta 

divergência em sua seqüência (HE et al., 2005), como encontrado no alinhamento das 

seqüência (Figuras 11 e 12). Em petúnias, os genes NAM têm papel essencial na 

determinação dos meristemas e primórdiose. Em A. thaliana, os genes CUC1 e CUC2 

podem induzir a formação de meristemas apicais e a diferenciação de organismos 

florais (HE et al., 2005). Os genes da subfamília ATAF são induzidos por ataque de 

patógenos e por lesões (HU et al., 2008). 

Da análise da árvore filogenética (Figura13), percebe-se a formação de 

um grande grupo onde os diversos membros da família NAC foram reunidos, exceto 

pelos genes NAC5, que se isolaram formando um pequeno grupo. Verificou-se ainda 

que o gene NAC2 é idêntico à outra anotação do gene NAC2 de soja, e semelhante ao 

gene NAC de P. mume. 

Os alinhamentos das seqüências preditas dos aminoácidos codificados 

pelos fatores de transcrição MYBJ7, bZIP50, C2H2 e NAC2 possibilitou a indentificação 

de regiões menos conservadas entre as sequências, as quais foram utilizadas para o 

desenho dos primers para a quantificação dos níveis de expressão destes fatores por 

RT-qPCR. A elevada similaridade entre diferentes membros das famílias de tais fatores 

de transcrição em soja poderia levar à ocorrência de amplificações inespecíficas, de 

outros membros das famílias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

61

 

Figura 13 -  Árvore filogenética construída a partir do alinhamento de seqüências preditas de 
aminoácidos codificados por genes membros da família NAC de soja: NAC2 (no de 
acesso; AAY46122.1); NAC2 (no de acesso; AAX85979.1); NAC1 (no de acesso; 
AAY46121.1); NAC1 (no de acesso; AAX85978.1); NAC3 (no de acesso; 
AAY46123.1); NAC3 (no de acesso; AAX85980.1); NAC4 (no de acesso; 
AAX85981.1); NAC4 (no de acesso; AAY46124.1); NAC5 (no de acesso; 
AAY46125.1); NAC5 (no de acesso; AAX85982.1); P. mume (no de acesso; 
BAE48667.1); C. sinesis (no de acesso; ABQ96643.1); T. aestivum (no de acesso; 
AAU08786.1); P. vulgaris (no de acesso; AF402603_1); O. sativa (no de acesso; 
ABD52007.1) e S., tuberosum (no de acesso; ABK96797.1), utilizando o programa 
Mega 4.1, com o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap. 

 

 

Análise dos genes diferencialmente expressos em soja durante a 

condição de seca, por RT-qPCR 

O gene MYBJ7 apresentou, na cultivar tolerante Conquista no 

tratamento de 25 min de estresse, maior expressão gênica quando comparado com os 

demais tratamentos nesta cultivar, o que indica que esse gene pode estar atuando em 

vias iniciais de resposta ao déficit hídrico. Na cultivar sensível BR16 a expressão desse 
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gene também foi detectada a 25 min de estresse, porém, o maior pico foi detectado no 

tempo de 75 min de desidratação (Figura 14). 

 

 

 

Figura 14 -  Níveis de expressão gênica relativa, obtidos por RT-qPCR, do gene MYBJ7, em 
raízes das cultivares de soja, tolerante Conquista e BR16 sensível, submetidas 
aos tratamentos de estresse hídrico: 0 min (controle), 25 min, 50 min, 75 min e 
100 min de desidratação. Os traços verticais entre as barras correspondem ao 
erro padrão. 

 

 

O maior nível de expressão detectado na cultivar sensível em relação a 

cultivar tolerante indica que este gene esteja participando de vias de regulação negativa 

da expressão de genes que poderiam proporcionar respostas importantes no processo 

de tolerância ao estresse hídrico. Na literatura cientifica, alguns genes da família MYB 

são inferidos como participantes de vias regulação negativa. 

Fornale et al, (2006), trabalhando com milho, aludiram que os genes 

ZmMYB31 e ZmMYB42, quando superexpressos atuam atenuando a expressão de 

genes relacionados ao processo de síntese de lignina. O gene MYBJ7, como integrante 

da família de fatores de transcrição MYB, pode atuar de modo semelhante aos que 

ocorrem com os genes ZmMYB31 e ZmMYB42 de arroz, ou seja, inibindo a expressão 

de genes cuja a expressão possa desfavorecer a tolerância à seca. 
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Diversos trabalhos relacionam o acúmulo de lignina na parede celular 

com a diminuição do crescimento radicular (ANDRADE, 2006; FAN et al.; 2006; 

SANTOS et al., 2008), o que não seria uma resposta desejada para as cultivares de 

soja aqui estudadas, visto que o aprofundamento do sistema radicial constitui um 

importante mecanismo utilizado por plantas sob deficiência hídrica. Por outro lado, 

Yoshimura et al. (2008), ao analisarem proteínas oriundas de raízes de melancia, que 

haviam sido submetidas a diferentes tempos de desidratação, verificaram que proteínas 

relacionadas com a síntese de ligninas são expressas após o decorrer de maiores 

tempos de desidratação. Estes autores propuseram que a as ligninas sintetizadas nas 

raízes durante este período atuam através do aumento da força mecânica dos tecidos 

radiculares possibilitando o enraizamento em camadas secas do solo. O perfil 

apresentando pelo gene MYBJ7 nas raízes da cultivar tolerante (Conquista) sugere que 

o mesmo possa estar viabilizando a indução de proteínas relacionadas com a síntese 

de ligninas a partir do tempo 50 min, onde houve redução dos níveis de expressão 

deste gene. 

Cominelli et al. (2008), trabalhando com A. thaliana sugeriram que o 

gene AtMYB41, outro membro da família MYB, pode ter um papel direto ou indireto na 

regulação negativa dos genes AtEXP5 e AtEXPIO que codificam expansinas, proteínas 

capazes de induzir a expansão celular, participando do processo de crescimento de 

raízes sob estresse hídrico e de folhas sob estresse salino (VESELOV et al., 2008; 

CHO; COSGROVE, 2002). Experimentos com foco em raízes sob condições de seca 

têm apontado as expansinas como participantes ativas no processo de crescimento 

radicular durante a seca em milho (SHARP et al 2004; POROYKO et al., 2007; ZHU et 

al., 2007; SPOLLEN et al., 2008), sendo que estas têm sido ainda relacionados ao 

processo de iniciação de pelos radiculares em cevada (KWASNIEWSKI; SZAREJKO, 

2006). Deste modo, pode se aludir que o menor nível de expressão encontrado na 

cultivar tolerante (Conquista) em relação a cultivar sensível (BR16) possa estar 

ocorrendo para que não seja acionado o mecanismo de regulação negativa das 

expansinas, pois as mesmas estão relacionadas a respostas essenciais das raízes 

quando submetidas a seca. 
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Por outro lado, outros papéis são ainda atribuídos as proteínas MYB, 

por exemplo o envolvimento na via biosintética de fenilpropanóides, o controle da 

especialização da morfologia das células, a regulação das respostas das plantas a 

estresses bióticos e abióticos, hormônios e luz (COMINELLI et al., 2008), participando 

ainda do controle da biossíntese de flavonóides (STRACKE et al., 2007). Diversos 

trabalhos relatam os genes da família MYB como fatores de transcrição que possuem 

elementos de resposta ao ABA, estando diretamente ligados a respostas das plantas a 

estresses abióticos, como a seca, uma vez que nas plantas a maioria dos genes 

estudados induzidos por seca são também induzidos por ABA. No entanto, vários 

trabalhos têm descrito genes que são induzidos por desidratação, mas que não são 

induzidos por ABA, sugerindo a existência de duas cascatas de transdução de sinal, 

uma independente e outra dependente de ABA (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2000). 

A família MYB é uma das principais famílias de fatores de transcrição 

envolvidos na ativação gênica dependente de ABA (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2007; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAK, 2006). Estudos têm 

demonstrado que o ABA provê o crescimento da raiz via supressão do acúmulo do 

etileno e contribui para a condutividade hidráulica, aumentando a atividade das 

aquaporinas, proteínas transportadoras de água localizadas nas membranas celulares 

(SHARP, 2002). Sugere-se que o gene MYBJ7, cuja expressão gênica foi aumentada 

nas raízes de soja, em ambas as cultivares, tolerante (Conquista - embora apenas no 

tempo 25 min) e sensível (BR16), submetidas a estresse hídrico, pode estar envolvido 

nesta via de resposta ao estresse hídrico mediado por ABA. 

DAÍ et al. (2007) trabalhando com A. thaliana, demonstraram que 

plantas transformadas superexpressando o gene OsMYB3R isolado de arroz 

apresentaram maior tolerância à seca, frio e salinidade. Em outro trabalho, Reyes e 

Chua (2007) verificaram que os fatores de transcrição MYB estão ainda envolvidos no 

processo de germinação de sementes em A. thaliana, submetidas a estresses abióticos. 

Também em Arabidopsis, foi detectado que plantas que tiveram um aumento da 

expressão dos genes AtMYB2 e/ou AtMYC2, demonstraram hipersensibilidade 

significante ao ABA, tanto em tecidos vegetativos quanto em sementes, indicando que 
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esses genes funcionam como ativadores transcricionais de rotas metabólicas que 

atuam nas respostas vegetais à seca (ABE et al., 2003), como já discutido 

anteriormente. 

Jung et al. (2008), quando superexpressaram o gene AtMYB44 em A. 

thaliana, obtiveram plantas mais tolerantes à seca e à salinidade, através 

principalmente do mecanismo de resposta dos estômatos, sendo que foi encontrada 

expressão deste gene tanto em folhas quanto em raízes. 

Sugere-se que o gene MYBJ7, que apresentou em raízes de soja níveis 

de expressão mais elevados em condições de estresse em comparação ao controle, 

esteja participando de resposta semelhante à descrita por JUNG e colaboradores, 

entretanto, tal afirmação não pode ser feita visto os níveis de expressão deste gene só 

foram avaliados em raízes. Presume-se a ligação das raízes com o fechamento dos 

estômatos por seca seja pelo fato de que para que haja o fechamento deve existir 

dependência de sinais hidráulicos (potencial de água na folha e o turgor celular) e/ou 

sinais químicos (hormônio ácido abscísico - ABA) (KALEFETOGLU; EKMEKÇI, 2005). 

Como o ABA sintetizado nas raízes sob condições de seca pode também ser 

transportado para a célula guarda, induzindo o fechamento estomático (HOLBROOK et 

al., 2002), e como já mencionado, o gene MYBJ7 é induzido por ABA, e foi expresso 

nas raízes de soja sujeitas a deficiência hídrica, é sugerido que este esteja ligado ao 

processo de fechamento estomático, tal qual o gene AtMYB41. 

O perfil de expressão apresentado pelo gene NAC2 foi muito 

semelhante para as duas cultivares, tolerante (Conquista) e sensível (BR16) (Figura 

15), indicando aumento da expressão gênica com o decorrer dos tratamentos de 

desidratação, culminando com o maior pico de expressão no tratamento 100 min. 
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Figura 15 -  Níveis de expressão gênica relativa, obtidos por RT-qPCR, do gene NAC2 em 
raízes das cultivares de soja tolerante Conquista e BR16 sensível, submetidas aos 
tratamentos de estresse hídrico: 0 min (controle), 25 min, 50 min, 75 min e 100 
min de desidratação. Os traços verticais entre as barras correspondem ao erro 
padrão. 

 

 

Genes da família de fatores de transcrição NAC são expressos em 

vários tecidos vegetais (NAKASHIMA et al., 2007) e, em diferentes estágios de 

desenvolvimento, como no desenvolvimento embrionário, vegetativo e floral, (OLSEN et 

al., 2005), senescência foliar (GUO; GAN, 2006) e ainda em respostas a estresses 

bióticos e abióticos (NAKASHIMA et al., 2007). 

TRAN et al. (2004) mostraram que em A. thaliana transgênica, 

superexpressando três genes da família NAC (ANAC19, ANAC055 e ANAC072), houve 

um aumento significativo na tolerância das plantas à seca. HE et al. (2005), também 

trabalhando com A. thaliana, propuseram que o gene AtNAC2 pode ser ativado por 

etileno, auxina e ABA, culminando na formação de raízes laterais, em resposta ao 

estresse salino. A ação desses três hormônios poderia também ser sugerida para o 

gene NAC2 alvo deste estudo no tempo 100 min de desidratação (onde foi detectado o 

maior pico de expressão), todavia, não foram aferidos os níveis hormonais nas 

cultivares aqui analisadas. 
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Em trabalho de HU et al. (2006), ao utilizar a construção 35S/SNAC1 

em arroz, obtiveram plantas com expressão ampliada deste gene induzido por seca e 

salinidade. O aumento dos níveis de expressão foi detectado sobretudo em células 

guarda, indicando um possível papel deste fator de transcrição no aumento do 

fechamento estomático em resposta a estes estresses abióticos. Todavia níveis de 

expressão desse gene foram detectados também nas raízes destas plantas, tal qual 

detectado neste estudo. 

Embora os perfis de expressão dos fatores de transcrição NAC2 e 

MYBJ7 (Figuras 14 e 15), tenham sido discrepantes, ambos tiveram aumento nos níveis 

de expressão quando submetidas à deficiência hídrica nas raízes de soja das cultivares 

aqui estudadas. HE e colaboradores também detectaram aumento nos níveis de 

expressão de genes membros das famílias MYB e NAC, e inferem a existência de 

interação entre os membros destas famílias gênicas no processo de fechamento 

estomático, o que corrobora com o proposto por JUNG et al. (2008). 

HU et al. (2008) superexpressaram o gene SNAC2 em arroz utilizando 

o promotor constitutivo 35S, e constataram que esse gene é intensamente induzido em 

raízes e moderadamente induzido em folhas e internódulos por estresse de seca, 

salinidade e frio. A forte indução de NAC2 em raízes detectada no presente estudo, tal 

qual obtido por HU e colaboradores, indica a importância desse gene em respostas 

primárias do vegetal aos estresses abióticos como a seca, uma vez que as primeiras 

mudanças metabólicas de resposta a deficiência hídrica ocorrem nas raízes, primeiro 

órgão da planta afetado pelo estresse e responsável pela detecção e distribuição do 

sinal para todo o vegetal, que imediatamente aciona mecanismos responsivos (KAVAR 

et al., 2008). Genes desta família também foram identificados por Montiel et al. (2004) 

como participantes na formação de raízes laterais, especialmente NAC1. 

Nakashima et al., (2007) trabalhando com arroz superexpressando o 

gene OsNAC6, membro da família NAC, encontraram 33 genes induzidos por 

desidratação que tiveram aumento nos níveis de expressão. Dentre esses genes foram 

encontrados fatores de transcrição contendo o domínio MYB, o que corrobora com a 

teoria de He et al. (2005), que propõe a existência de interação entre membros das 

famílias NAC e MYB em respostas vegetais à estresses abióticos. Foram encontrados 
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ainda fatores de transcrição contendo o domínio dedos de zinco, domínio contido no 

gene C2H2, que teve os níveis de expressão aumentados no presente estudo, o que 

sugere que possa existir uma ligação entre fatores de transcrição que apresentam o 

domínio NAC com os que apresentam o domínio dedos de zinco nas respostas das 

plantas submetidas à desidratação. Foram encontrados ainda genes que codificam 

proteínas com funções preditas de tolerância ao estresse como as proteínas de ação 

detoxificante, antioxidante e de degradação, evidenciando o papel desse gene em 

diversas vias de resposta vegetal à seca. 

O gene bZIP50 apresentou expressão gênica maior nos tempos de 50 

min, 75 min e 100 min de desidratação, sendo que na cultivar tolerante (Conquista), no 

tratamento 75 min, foi identificado o maior pico de expressão. Na cultivar sensível 

(BR16), também foi verificada expressão gênica diferencial, a partir dos 50 min de 

estresse (Figura 16). O perfil de expressão apresentado pelo gene bZIP50 mostrou-se 

análogo ao obtido por STOLF (2007) para o gene LEA14, entretanto, os valores obtidos 

para LEA14 foram mais elevados que os encontrados para bZIP50, o que pode indicar 

que este encontra-se ativando a expressão do gene LEA14. A presumida ligação entre 

genes da família bZIP com as proteínas LEA tem sido descrita na literatura científica. 
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Figura 16 -  Níveis de expressão gênica relativa, obtidos por RT-qPCR, do gene bZIP50 em 
raízes das cultivares de soja tolerante Conquista e, sensível BR16, submetidas 
aos tratamentos de estresse de hídrico: 0 min (controle sem estresse), 25 min, 50 
min, 75 min e 100 min de desidratação. Os traços verticais entre as barras 
correspondem ao erro padrão. 

 

 

Kobayashi et al. (2008) ao introduzir o gene WLIP19, um tipo de bZIP 

oriundo do trigo, constataram que este atua ativando a expressão do gene COR/LEA, 

culminado na obtenção de plantas de trigo mais tolerantes ao frio. 

A atuação de fatores de transcrição da família bZIP como ativadores da 

expressão de genes que codificam proteínas LEA denota uma importante resposta da 

planta a estresses abióticos como a seca, uma vez que as proteínas LEA englobam 

uma importante classe que desempenha papéis fundamentais na proteção das plantas 

submetidas a estresses, em processos essenciais para a sobrevivência vegetal. Tais 

proteínas são tipicamente hidrofílicas, fortemente ligadas à retenção de água, para 

prevenir a cristalização de importantes proteínas celulares e outras moléculas durante a 

dessecação. Elas podem agir ainda como chaperonas moleculares, na manutenção da 

estrutura de outras proteínas em vegetais submetidos à estresses abióticos, como a 

seca (BABU et al., 2004; ROYCHOUDHURY et al., 2007). 
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O gene bZlP50 poderia ainda estar participando da via de resposta para 

aumento da biomassa das raízes, de acordo com Rodriguez-Uribe e Oconnnell (2006), 

que, trabalhando com raízes de Phaseolus acutifolius e P. vulgaris, sugeriram que 

fatores de transcrição do tipo bZIP poderiam estar participando no processo de 

elongação de raízes, para adaptação da planta a seca. 

Diversos trabalhos têm sido realizados utilizando-se como alvo genes 

da família bZIP, no que se refere a respostas das plantas a estresses abióticos, 

principalmente pelo fato de que estes fatores apresentam uma seqüência conservada 

ABRE (elemento de resposta ao ácido abscísico) (UNO et al., 2000). De modo geral, 

esta seqüência gênica funciona como um elemento cis atuantes do DNA, e está 

envolvida na regulação da expressão de genes mediados por ABA. Este hormônio 

vegetal exerce papel importante na adaptação dos tecidos vegetativos a estresses 

abióticos como a seca, promovendo o fechamento dos estômatos nas células guarda, 

mediando o efluxo de solutos e regulando a expressão de muitos outros genes que tem 

funções na tolerância à desidratação, tanto em tecidos vegetativos quanto em sementes 

(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006). 

Os resultados de expressão gênica de bZIP demonstram aumento nos 

níveis de expressão da cultivar tolerante Conquista já no tempo 25 min, diferindo da 

cultivar sensível BR16, onde houve diferença apenas entre controle e tratamento de 

desidratação após 50 min de estresse, ou seja, a expressão na cultivar sensível BR16 

foi mais tardia, indicando que esse pode ser um importante mecanismo de tolerância da 

soja a períodos mais prolongados de seca. Em trabalho realizado por Nijhawan et 

al.,(2008), membros da família bZIP de A. thaliana foram caracterizados e constatou-se 

que alguns membros desta família de fatores de transcrição podem apresentar níveis 

de expressão aumentados, enquanto outros tem sua expressão diminuída por seca, 

salinidade ou frio. 

O gene C2H2, na cultivar tolerante Conquista, apresentou um aumento 

significativo da expressão gênica no tratamento de estresse de tempo 25 min de 

desidratação, diminuindo no transcorrer dos demais tempos de tratamentos (Figura 17). 

Na cultivar sensível BR16, um aumento da expressão gênica ocorreu já a partir do 

tratamento de tempo 25 min de desidratação, porém, em níveis bem menores que os 
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apresentados por Conquista, aumentando aos 50 min, diminuindo aos 75 min e 

atingindo valor máximo em 100 min de desidratação. Logo, o pico de expressão gênica 

na cultivar sensível foi mais tardio em relação a cultivar tolerante. Esse resultado indica 

que este gene pode atuar nas respostas iniciais de adaptação das raízes de soja à 

seca, sendo que, na cultivar tolerante Conquista, a maior expressão no início do 

estresse hídrico já seria suficiente para desencadear as respostas necessárias, 

enquanto que, na cultivar sensível BR16, o estímulo para indução das respostas seria 

requerido durante todo o período de estresse. 

 

 

Figura 17 -  Níveis de expressão gênica relativa, obtidos por RT-qPCR, do gene C2H2 em 
raízes das cultivares de soja tolerante Conquista e BR16 sensível, submetidas aos 
tempos de tratamentos de estresse hídrico: 0 min (controle), 25 min, 50 min, 75 
min e 100 min de desidratação. Os traços verticais entre as barras correspondem 
ao erro padrão. 

 

 

Os fatores de transcrição C2H2 (Cisteína2/Histidina2) ou zinc fingers 

proteins (ZFPs) constituem uma larga família de fatores de transcrição em eucariontes 

(ENGLBRETCHT et al., 2004; et al., 2007) e, em plantas, eles estão envolvidos em 

vários processos vegetais, tais como, regulação da organogênese floral, iniciação da 

folha, iniciação das raízes laterais, gametogênese e respostas a estresses 

(ENGLBRETCHT et al., 2004). 
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Em trabalho realizado por Kam et al., (2008) também utilizando a 

técnica de RT - qPCR para verificar níveis de expressão de genes da família C2H2 em 

trigo, foi encontrado que membros desta família são mais expressos em raízes que 

outras partes da planta, o que é uma importante resposta, visto que as raízes 

desempenham papel essencial na adaptação da planta ao estresse de seca e estão 

envolvidas na percepção da planta à seca e passagem desse sinal para as partes 

aéreas. Diante destes resultados, foi proposto que essa família pode constituir um 

importante grupo de fatores de transcrição, envolvidos na modulação das respostas das 

raízes de trigo ao déficit hídrico, sendo que o mesmo poderia ser aplicado às raízes das 

cultivares de soja analisadas neste estudo, que tiveram níveis de expressão elevados 

em resposta à desidratação. Entretanto, a afirmação de que os níveis de expressão 

apresentaram-se maiores em raízes em ralação aos demais órgãos da planta não pode 

ser feita, uma vez que, apenas nas raízes o nível de expressão gênica foi quantificado. 

Ciftci-Ylmaz et al., (2007) também verificaram que a expressão do gene 

ZAT7, membro da família C2H2 em A. thaliana, apresentou maior expressão em raízes 

quando comparado com outras partes da planta. Entretanto, mesmo diante de vários 

trabalhos relatando possíveis funções biológicas desencadeadas por esta família, os 

mecanismos nos quais esses fatores de transcrição atuam ainda não foram elucidados, 

especialmente quanto às respostas vegetais à seca e outros estresses abióticos 

(SAKAMOTO et al., 2004; XU et al., 2007; CIFTCI-YLMAZ et al.,2007; KAM et al., 2008) 

De modo geral, os resultados obtidos por RT-qPCR para o gene desta 

família confirmaram os resultados obtidos com a técnica de microarranjos de cDNA 

(Tabela 1), uma vez que, todos os fatores de transcrição MIBJ7, bZIP50, C2H2 e NAC2, 

aqui estudados, apresentaram níveis de expressão diferencial em raízes de soja 

submetidas ao déficit hídrico em pelo menos um dos tempos de tratamento de 

desidratação. Porém, como pode ser observado nas figuras 14, 15, 16 e 17, os níveis 

de expressão foram diferentes para todos os genes. Tais diferenças são advindas da 

maior sensibilidade da técnica de RT - qPCR, em relação à técnica de microarranjos de 

cDNA, na quantificação da expressão gênica (KUBISTA et al., 2006). 
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Tabela 1 -  Genes diferencialmente expressos identificados em raízes de soja, das 
cultivares tolerante Conquista e sensível BR16, submetidas ao estresse de 
déficit hídrico, utilizando a técnica de microarranjos de cDNA STOLF, 
(2007). T1 = bulk de 25 min + 50 min de estresse; T2 = bulk de 75 min + 
100 min de estresse hídrico, induzido por desidratação. 

Cultivar-tempo 
ID gene Similaridade Expressão 

Evalue 

Conquista-T1 
BRSOGMSC1050E07.b GO:0003700-bZIP50 (G. max) 1,81 7 e-31 
BRSOGMSC1046C01.b GO:0003700-MYBJ7 (G. max) 1,59 0,017 

Conquista-T2 
BRSOGMSC1059A04.b 

GO:0003700-dedo de zinco C2H2 

(G. max) 

4,37 4 e-29 

BR16 T2 BRSOGMSC1050E02.b 
GO:0003700-Proteína NAC2 (G. 

max) 

1,52 3 e-44 

 

 

CONCLUSÕES 

 

No presente estudo foram realizados alinhamentos das seqüências 

preditas de aminoácidos codificadas pelos fatores de transcrição MYBJ7, NAC2, bZIP50 

e C2H2 encontradas em soja com seqüências preditas de aminoácidos codificados por 

membros das famílias gênicas presentes em outros vegetais. Nesta comparação foram 

identificadas as seqüências conservadas que caracterizam estes genes como 

pertencentes às respectivas famílias MYB, NAC, bZIP e C2H2. Verificou-se ainda que 

estas famílias são muito extensas e que estão presentes em diversas espécies 

vegetais. Com a construção da árvore fiologenética para cada um dos genes foi 

possível verificar que em alguns casos os genes que apresentam maior homologia com 

os genes de soja alvos deste estudo estão presentes em outras espécies vegetais. 

Com a utilização da técnica de RT-qPCR foram quantificados os níveis 

de expressão dos fatores de transcrição MYBJ7, NAC2, bZIP50 e C2H2. Os altos níveis 

de expressão para os genes NAC2 e MYBJ7 sob a presença de estresse hídrico 

quantificados neste estudo ratifica os resultados publicados em trabalhos anteriores na 

literatura científica, com a análise da expressão de genes em ensaios com estresses 

abióticos. Alguns trabalhos sugerem uma associação destes dois fatores de transcrição 

em processos de respostas a estresses abióticos, sendo que os dois apresentam 

aumento nos níveis de expressão durante os tratamentos, tal qual acorrido neste 

estudo. 



 

 

74

Em diversos ensaios descritos na literatura, genes da família bZIP têm 

sido sugeridos como participantes de distintas vias de respostas a estresses. A 

expressão do gene bZIP50, em raízes de soja submetidas à desidratação no presente 

estudo vem ratificar o papel deste gene em respostas vegetais a estresses abióticos. 

Um dos possíveis papeis de genes da família bZIP como ativador de genes da família 

LEA pode ser confirmado neste estudo. 

O gene C2H2 teve um perfil de expressão muito peculiar, visto que 

apresentou expressão maior na cultivar tolerante já no inicio do tratamento, bem mais 

cedo que na cultivar sensível, sugerindo que o mesmo participa de processos iniciais de 

resposta da planta à desidratação. Além disso, o aumento nos níveis de expressão 

deste gene nas raízes de soja aqui estudadas corroboram com os resultados obtidos 

em trabalhos anteriores, onde este gene vem sendo associado com respostas de raízes 

a estresses abióticos. 

Grande parte dos trabalhos desenvolvidos outrora utilizando genes 

pertencentes às famílias MYB, NAC, bZIP e C2H2 das quais fazem parte os fatores de 

transcrição MYBJ7, NAC2, bZIP50 e C2H2 respectivamente, foram realizados com a 

utilização de plantas modelo como A. thaliana e tabaco, entretanto no presente estudo 

foi utilizada a soja, planta com grande importância econômica. Com a exposição das 

raízes das duas cultivares de soja uma tolerante (Conquista) e a outra sensível (BR16) 

a diversos tempos de desidratação foi constatado que estes genes apresentam 

expressão diferencial, sendo que seus níveis de expressão são acentuados durante os 

tratamentos aplicados, confirmando que os mesmos participam das vias metabólicas de 

resposta vegetal à seca, sendo que as respostas diferem de acordo com a cultivar 

estudada e com a severidade dos tratamentos aplicados. 

O estudo destes fatores de transcrição em raízes de soja das cultivares 

tolerante Conquista e sensível BR16 ao déficit hídrico, contribuirá para futuros avanços 

no entendimento das rotas metabólicas que atuam nas respostas da soja à seca. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os fatores de transcrição MYBJ7, NAC2 bZIPôO e C2H2 que aqui 

tiveram seus níveis de expressão gênica quantificados foram previamente identificados 

em trabalho utilizando a técnica de microarranjos de cDNA, sendo que a categoria 

fatores de transcrição foi selecionada devido a sua importância na modulação da 

expressão gênica. 
Os alinhamentos das seqüências preditas de aminoácidos codificados 

pelos fatores de transcrição aqui analisados possibilitaram que se encontrassem as 

seqüências conservadas características de cada família gênica. A construção das 

árvores filogenéticas possibilitou a análise das diferenças evolutivas existentes entre os 

membros destas famílias gênicas, mostrando que em alguns casos, os genes 

encontrados em soja se assemelham mais com os genes presentes em outras 

espécies. Os alinhamentos e as árvores filogenéticas viabilizaram a discussão dos 

resultados obtidos para os genes alvo deste estudo, de acordo com o comportamento 

de membros destas famílias de fatores de transcrição encontrados em outras espécies 

vegetais previamente utilizadas por outros pesquisadores em ensaios para a análise de 

respostas moleculares das plantas a estresses abióticos. 
Todos os fatores de transcrição aqui analisados apresentaram 

aumentos nos níveis de expressão quando submetidos aos tratamentos de 

desidratação, entretanto, apresentaram perfis de expressão diferenciados entre si. O 

aumento dos níveis de expressão destes genes em raízes de soja submetidas à 

desidratação pressupõe que tal qual sugerido em estudos anteriores, membros destas 

famílias gênicas atuam em respostas vegetais à seca. 
Neste contexto, um passo futuro para este estudo será o uso de 

técnicas moleculares como a construção de cassetes de superexpressão ou de 

silenciamento gênico com o intuito de se averiguar em quais vias metabólicas estes 

genes atuam na soja submetida à deficiência hídrica, e futuramente, a obtenção de 

cultivares mais tolerantes a condições prolongadas de seca. 
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ANEXO A 

Protocolo de Extração de RNA Total Utilizando Trizol 

1. Homogeneizar o tecido em nitrogênio líquido, e adicionar 1 mL de Trizol (temperatura 

ambiente); 

2. Centrifugar o material a 12.000 g, por 10 min, a 2 a 8°C 

3. Remover o sobrenadante e transferir para um tubo novo; 

4. Incubar por 5 min, a 15 a 30°C; 

5. Adicionar 200 uL de clorofórmio para cada mL de Trizol utilizado inicialmente; 

6. Fechar os tubos e agitar vigorosamente por 15 seg; 

7. Incubar por 2-3min, a 15 a 30°C; 

8. Centrifugar as amostras a 12.000 g, por 15 min, a 2 a 8°C; 

9. Transferir a fase aquosa (aproximadamente 60% do volume) para um tubo novo; 

10. Precipitar o RNA adicionando 0,5 mL de álcool isopropanol para cada mL de Trizol 

inicialmente utilizado; 

11. Inverter os tubos para cima e para baixo vagarosamente, iniciando a formação do pellet 

de precipitação do RNA; 

12. Incubar por 10min, a 15 a 30°C; 

13. Centrifugar as amostras a 12.000 g, por 15 min, a 2 a 8°C; 

14. Remover o sobrenadante e lavar o pellet de RNA uma vez, com etanol 75%, 

adicionando pelo menos 1 mL de etanol 75%, para cada 1 mL de Trizol utilizado inicialmente; 

15. Centrifugar a 7.500 g, por 5 min, a 2-8°C; 

16. Abrir os tubos e inverte-los sob papel absorvente, em bancada, a temperatura ambiente, 

por 5min, para secar o pellet (Cuidado para o pellet não escorregar pela parede do tubo); 

17. Adicionar 50 uL de água MilliQ e deixar o pellet dissolver. 

18. Após a extração, quantificar em NanoDrop ou espectro, correr um gel para verificar 

integridade do material e por fim, armazenar o RNA em freezer, a 
-80°C. 
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ANEXO B 

Tabela 2 - Eficiência dos primers dos genes alvo e do controle endógeno utilizados 

 

Primer Concentração Volume Eficiência 
mybj7 5|JM 0,5ML 88,67% 
nac2 5|JM 0,5ML 87,80% 
c2h2 5|JM 0,5ML 92,57% 
bzip50 5|JM 0,5ML 98,78% 
B actina 5|JM 1,0ML 99,57% 
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ANEXO C  

Curvas de dissociassão dos genes alvo bZIP50, C2H2, MYBJ7 e NAC2 e do 

normalizador p-ACTINA 

 

 

Figura 18 - Curva de dissociação realizada após a reação de quantificação relativa do gene 
NAC2 
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Figura 19 -  Curva de dissociação realizada após a reação de quantificação relativa do gene 
C2H2 
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Figura 20 –  Curva de dissociação realizada após a reação de quantificação relativa do 
gene bZIP50 
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Figura 21 - Curva de dissociação realizada após a reação de quantificação relativa do gene 
MYBJ7 
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Figura 22 -  Curva de dissociação realizada após a reação de quantificação relativa do 
normalizador fi-ACTINA 
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ANEXO D 
Tabelas de análise de expressão gênica por RT qPCR dos genes Bzip50, C2H2, 

MYBJ7 e NAC2 
 
 

 

 

 



 

 

106

 

 

 

 

 



 

 

107

 

 

 

 

 



 

 

108

 


