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RESUMO 
 
 
A cultura da soja está exposta a várias condições ambientais adversas, e dentre 
estas a seca é responsável por grandes perdas na produtividade. Na safra 
2011/2012 a redução de produção brasileira foi de 8,94 milhões de toneladas. Com 
o aquecimento global, os eventos de déficit hídrico tendem a aumentar e, por esta 
razão, estudos de caracterização e obtenção de cultivares mais tolerantes à seca e 
ao calor são necessários. Assim, o presente estudo objetivou a caracterização de 
tolerância à seca de duas cultivares brasileiras, uma sensível, BR 16, e outra 
tolerante, Embrapa 48, e de uma linhagem transgênica AtDREB2A CA (Dehydration 
Responsive Element Binding), por meio de estudos moleculares, fisiológicos e 
agronômicos. Os resultados indicaram que a cultivar BR 16 possui vigor precoce, a 
Embrapa 48 tolerância à seca e juntamente com a AtDREB2A CA uso conservativo 
de água em condições de déficit hídrico. Os resultados agronômicos da safra 
2011/2012 demonstraram que a cultivar Embrapa 48 possui maiores rendimentos e 
que apesar da linhagem transgênica AtDREB2A CA não apresentar valores 
superiores no rendimento, diversos parâmetros de produtividade apresentaram 
incrementos quando comparados à sua isolinha BR 16. Em outro estudo de 
caracterização molecular, promotores de genes responsivos ao déficit hídrico 
moderado e severo induzidos na cultivar tolerante Embrapa 48 e identificados 
através de microarranjo de DNA foram selecionados e um ensaio de expressão 
transiente realizado. Os promotores selecionados foram dos genes LTI, HSP26/42, 
Mat1, Mat9, e Glyma11g16120. Análises in sílico demonstraram que os promotores 
que apresentaram maior ativação por ABA no ensaio de expressão transiente 
apresentavam mais cis-elementos de resposta ao déficit hídrico ou ao ABA. Os 
resultados obtidos sugerem que os promotores dos genes LTI, Mat1 e Mat9 são 
promotores candidatos a serem utilizados na biotecnologia para estudos de ciência 
básica e aplicada, como a obtenção de plantas geneticamente modificadas mais 
tolerantes à seca. A cultivar tolerante à seca Embrapa 48 foi ainda caracterizada 
através da análise da expressão de genes marcadores em resposta ao déficit hídrico 
e estresse a alta temperatura isolados e combinados em folhas, caules e raízes. Os 
resultados demonstraram diferentes perfis de expressão gênica tanto espaciais 
quanto entre os tratamentos. Os marcadores de expressão identificados para o 
déficit hídrico isolado em folhas foram os genes HSP18.2, HSP70 e a calmodulina, 
em caules, o Mat9 e em raízes, LEA18. No estresse por alta temperatura isolado os 
marcadores de expressão foram HSP70 e transaldolase em folhas, transaldolase em 
caules e LEA18 em raízes. Nos tratamentos de déficit hídrico e alta temperatura 
combinados os marcadores foram Mat9 e HSP70 em folhas, transaldolase em 
caules e LEA18 em raízes. 
 
Palavras-chave: Tolerância à seca. Uso conservativo de água. Marcadores de 

expressão. AtDREB2A CA. Promotores. ABA. 
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ABSTRACT 
 
 
Soybean plant is exposed to various adverse environmental conditions, and among 
them drought is responsible for major losses in productivity. Only in the 2011/2012 
crop season production was reduced to 8.94 million tons. Due to global warming, 
drought events are likely to increase and for this reason, characterization studies 
aiming to obtain cultivars more tolerant drought and heat are needed. Thus, the 
present study aimed to characterize two soybean cultivars, one drought-sensitive BR 
16, one drought-tolerant, Embrapa 48, and a transgenic line AtDREB2A CA 
(Dehydration Responsive Element Binding), by molecular, physiological and 
agronomic studies. Results indicated that BR 16 cultivar presents early vigor, 
Embrapa 48 drought tolerance and together with AtDREB2A CA GM line, 
conservative water use in well-water conditions. Agronomic results of 2011/2012 crop 
season showed that the cultivar Embrapa 48 has higher yields and that despite the 
transgenic line AtDREB2A CA did not show superior yield, several productivity 
parameters were increased when compared to its isoline BR 16. In another molecular 
characterization study, promoters from genes responsive to moderate and severe 
water deficit, induced in the drought-tolerant cultivar Embrapa 48 and identified 
trough microarray were selected and a transient assay was performed. Selected 
promoters were LTI, HSP26/42, Mat1, Mat9, and Glyma11g16120. In silico analyses 
showed that the promoters which presented higher ABA activation in the transient 
assay, also presented more cis-elements related to water deficit or ABA. Obtained 
results suggests that promoters from genes LTI, Mat1 and Mat9 are candidates to be 
used in biotechnology basic and applied science studies, such as the development of 
genetically modified plants more tolerant to drought or to other adverse 
environmental conditions. The drought-tolerant cultivar Embrapa 48 was further 
characterized by analyzing the expression of marker genes in response to water 
deficit and high temperature, applied isolated and combined into leaves, stems and 
roots. Results showed different gene expression profiles in both spatial and between 
treatments. Expression markers identified for water deficit in leaves were HSP18.2, 
HSP70 and calmodulin, in stems, gene Mat9 and in roots LEA18. In the high 
temperature treatment, expression markers were HSP70 and transaldolase in leaves, 
transaldolase in stems and LEA18 in roots. 
 
Key words: Drought tolerance. Conservative water use. Expression markers. 

AtDREB2A CA. Promoters. ABA. 
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AtDREB2A CA – Forma ativa constitutiva do gene DREB2A de Arabidopsis thaliana; 

AtGolS1 - Galactinol synthase 1 – galactinol sintase 1; 

AtGolS3 - Galactinol synthase 3 – galactinol sintase 3; 

bZIP - Fatores de transcrição zíper de leucina; 

C - Well-irrigated conditions – condições bem irrigadas; 

CaM – Calmodulina; 

CAT – Catalase; 

CBF - C-repeat-binding factor – fator de ligação ao C-repeat; 

CDPK - Calcium dependent protein kinase - proteínas quinase dependente de cálcio; 

CEs - Coupling elements – elemento de acoplamento; 

ChIP - Chromatin immunoprecipitation – imunoprecipitação de cromatina; 

Ci - Internal CO2 concentration – concentração interna de CO2. 

COR15A - Cold-regulated 15A – regulado pelo frio 15A; 

CRT - C-Repeat e low-temperature-responsive – C-repeat e responsivo a baixa 

temperatura; 

Ct – Limiar do ciclo do PCR quantitativo; 

CTNBio - Comissão Técnica Nacional de Biossegurança; 

C3HC4 RING – Domínio protéico; 

DAS - Days after sowing – dias após a semeadura; 



 

DAWS - Days after water stress - dias após déficit hídrico; 

DBF - DNA-Binding proteins – Proteína de Ligação de DNA; 

DCL – Enzima Dicer-like; 

DE – Densidade estomática; 

DM – Déficit hídrico Moderado; 

DMG - Dry-matter gain (g) – ganho da matéria seca (g); 

DMGC - Dry-matter gain (g) of the control plant - ganho da matéria seca (g) de 

plantas controle; 

DMGS - Dry-matter gain (g) of the plants under water stress - ganho da matéria seca 

(g) de plantas sob deficit hídrico; 

DPV – Déficit de pressão de vapor; 

DRE - Dehydration responsive element - elemento responsivo à desidratação; 

DREB - Dehydration responsive element binding protein – proteína de ligação ao 

elemento responsivo à desidratação; 

DREB2A - Dehydration responsive element binding protein 2A– proteína de ligação 

ao elemento responsivo à desidratação 2A; 

DREB2A CA - Constitutive active form of DREB2A CA – forma ativa constitutiva do 

gene DREB2A; 

DRIP - DREB2A-interacting protein - Proteínas que interagem com DREB2A; 

DS - Déficit hídrico severo; 

DM100S - Dry matter of 100 seeds – matéria seca de 100 sementes; 

D2A – Plants of Rd29A:AtDREB2A CA line – plantas da linhagem Rd29A:AtDREB2A 

CA;  

ERD14 - Early responsive to dehydration 14 – responsivo a desidratação inicial 14; 

ERF - Ethylene-responsive element-binding factors – Fator de ligação ao elemento 

responsivos ao etileno; 

EUA - Eficiência do uso de água; 

FATS - Fração de água transpirável no solo; 

FC - Field capacity – capacidade de campo; 

FC - Fold-change; 

FT – Fator de transcrição; 

FTSW – Fraction of transpirable soil water – fração de água transpirável no solo; 

GM - Genetically modified – geneticamente modificada; 



 

GmERD1-like - Early responsive to dehydration 1 of soybean– gene responsivo a 

desidratação inicial 1 de soja; 

GmRD20A-like - Responsive desiccation 20A of soybean – gene responsivo a 

desidratação 20A de soja; 

GmRD22-like - Responsive desiccation 22 of soybean - gene responsivo a 

desidratação 22 de soja; 

GO – Gene ontology; 

gs - Stomatal conductance – condutância estomática; 

GUS – β-glucoronidase; 

H – Height – altura; 

HASTY – Proteína que exporta o duplex miRNA metilado para o citoplasma; 

HD Zip - Homeodomain associated leucine ziper proteins – homeodomínio associado 

a proteínas zíper de leucina; 

HEN1 – Proteína que metila as três pontas do duplex de miRNA; 

HSF - Heat shock factors – fatores de transcrição de choque térmico; 

HSP - Heat shock protein – proteína de choque térmico; 

HYL1 - Proteína de ligação ao RNA de cadeia dupla; 

I – Irrigated – irrigado; 

IDP - Intrinsically disordered proteins - proteína intrinsicamente desordenada; 

LEA –Late embryogenesis abundant - embriogênese tardia abundante; 

LAI - Leaf-area index – índice de área foliar; 

Lp - Condutância hidráulica da raiz; 

LTI – Low temperature induced - induzido por baixa temperatura; 

MAPK - Mitogen activated protein kinases - proteínas quinases mitógeno ativada; 

Mat1 – Maturation associated protein 1 – proteína associada a maturação 1; 

Mat9 – Maturation associated protein 9 - proteína associada a maturação 9; 

MBF1 - Multiprotein bridging factor 1c – fator multiproteico de ponte 1c; 

miRNAs – Micro RNAs;  

MYB - Myeloblastosis oncogenese - oncogene mielobastose; 

MYC - Myelocytomatosis oncogene - oncogene mielocimatose; 

NAC - NAM, ATAF1, 2, e CUC2; 



 

NCBI - National Center for Biotechnology Information – Centro Nacional para 

Informação Biotecnológica;  

NFY - Nuclear factor Y - fator nuclear Y; 

NI - Natural conditions – condições naturais; 

NN - Number of nodes – número de nós; 

Nos-T - Nopaline synthase terminator – terminador nopalina sintase; 

NP - Number of pods – número de vagens; 

NS - Number of seeds – número de sementes; 

OGM - Organismos geneticamente modificados; 

PEG – Polietilenoglicol; 

PGMs - Plantas geneticamente modificadas; 

PM34 – Seed maturation protein 34 - proteína de maturação de semente 34; 

POD – Peroxidase; 

PP2Cs - Proteínas fosfatases 2C; 

primiRNA – micro RNA primário; 

PSI - Photosystem I – fotossistema I; 

PSII - Photosystem II – fotossistema II; 

PYR/PYL/RCAR - Pyrabactin resistant/Pyrabactin resistant-Like/Regulatory 

Component of ABA Receptor – resistente a pirabactina/resistente-like a 

pirabactina/componente regulatório do receptor de ABA; 

P5CDH – Gene codificador da D1-pirrolina-5-carboxilato desidrogen; 

R- Reverso; 

RD - Responsive dehydration - responsivo a desidratação; 

RD17 - Responsive dehydration 17 – responsivo a desidratação 17; 

RD29A - Responsive dehydration 29A – responsivo a desidratação 29A; 

RFOs - Raffinose family oligosaccharides –oligossacarídeos da família das rafinoses; 

RFP1 - RING-finger protein 1 - proteína em forma de RING-finger 1 

RGR - Relative growth rate – taxa de crescimento relativo; 

RG% - Porcentagem da redução de crescimento; 

RISC - Complexo de silenciamento induzido por RNA; 

RNAms-alvos – RNAs mensageiros alvos; 

RNAsi - Pequenos RNAs que surgem a partir de pares de transcritos senso-

antisenso; 



 

RNAsi-nat - Transcrito natural antisenso, derivado da região de sobreposição do par 

senso e anti-senso; 

ROS - Reactive oxygen species - espécies reativas de oxigênio; 

RR - Roundup Ready; 

RS – Water stress in the reproductive stage – plantas sob deficit hídrico no estádio 

reprodutivo. 

RWC - Relative water content – teor relativo de água; 

SDW - Shoot dry matter – matéria seca da parte aérea; 

SFW – Shoot fresh matter - matéria fresca da parte aérea; 

siRNAs - Small interference RNA  - pequenos RNAs de interferência; 

SLAC1 - Canal aniônico lento tipo S; 

SLN – Sinal de localização nuclear; 

SnRK2s - Proteínas quinases Snf1-relatadas 2s; 

SOD - Superóxido dismutase; 

SRO5 – Similar ao RCD; 

TC – Temperatura da copa; 

VPD - Vapor-pressure deficit – déficit de pressão de vapor; 

VS – Water stress in the vegetative growth stage - plantas sob deficit hídrico no 

estádio vegetativo; 

WUE – Water use efficiency – eficiência do uso de água; 

W1 - Initial dry plant biomass – biomassa inicial de plantas secas; 

W2 - Final dry plant biomass - biomassa inicial de plantas secas 

W2 – Dois dias de déficit hídrico; 

W6 – Seis dias de déficit hídrico; 

ψP – Water potential – Potencial hídrico. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A agricultura brasileira movimenta bilhões em moeda nacional 

anualmente. Dentre as grandes commodities brasileiras, a soja é uma das culturas 

que possui grande destaque e gera muitas divisas a partir da exportação e dos 

subprodutos gerados. Com um grão rico em óleo e proteína, seu processamento é 

aplicado tanto na alimentação humana e animal quanto na indústria (MALEK et al., 

2012). As maiores quedas de produção brasileira de soja, nos últimos anos, 

ocorreram devido à estiagem, como pôde ser observado pelas perdas de 8,94 

milhões de toneladas de soja na safra 2011/2012 (CONAB, 2014). O potencial de 

produtividade da cultura foi evidenciado na safra 2012/2013, na qual o 

desenvolvimento das plantas ocorreu sob ótimas condições climáticas e a produção 

brasileira alcançou o recorde de 81.456 milhões de toneladas, um incremento de 

22,7% comparado à safra anterior (CONAB, 2014). 

Uma forma de manter a alta produtividade da soja em condições de 

déficit hídrico é utilizar cultivares que sejam mais tolerantes à seca. Tais cultivares 

podem ser obtidas por meio de melhoramento clássico ou por biotecnologia. Países 

como a China utilizaram essa técnica e observaram um aumento da produtividade 

em até 79% (JIN et al., 2010). Assim, linhagens com background genético para 

tolerância à seca têm sido utilizadas em diversos estudos, como no caso da cultivar 

brasileira Embrapa 48, obtida pelo melhoramento clássico (EMBRAPA SOJA, 2010) 

e plantas RD29:DREB2A CA obtidas através da técnica de engenharia genética 

(ENGELS et al., 2013). 

As plantas possuem devido à origem genética clássica respostas 

diferenciadas ao déficit hídrico - evitamento, escape e tolerância à seca (TURNER et 

al., 2001). Desta forma, torna-se importante o estudo de fenotipagem e caraterização 

de plantas mais tolerantes à seca. Assim, alguns estudos com enfoque fisiológico 

(KHOLOVÁ et al., 2010a, b) têm considerado o melhor uso efetivo de água e, assim, 

caraterizado plantas que possuem menores taxas de transpiração, além de outras 

características associadas ao melhor uso efetivo de água, como o aprofundamento 

de raízes, emissão rápida de raízes novas e aumento da proporção de tecidos 

condutores, os quais têm sido consideradas mecanismo de evitamento à seca. 

Para que as plantas respondam ao déficit hídrico, diversos genes 
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são diferencialmente expressos. Esses genes possuem nas suas regiões 

promotoras alguns cis-elementos de resposta à desidratação e ao calor. No déficit 

hídrico existe uma cascata de transdução de sinais dependente de ácido abscísico 

(ABA) e outra independente de ABA (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 

2006). Nos promotores dos genes pertencentes à cascata dependente de ABA 

existem diversos cis-elementos, como o ABRE (CHOI et al., 2000; UNO et al., 2000), 

sítios de reconhecimento de MYC (ABE et al., 1997), MYB (URAO et al., 1993) e 

NAC (TRAN et al., 2004) e na cascata dependente de ABA o cis-elemento DRE 

(Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1994). O estudo destes cis-elementos também 

pode indicar a interligação das rotas transcricionais regulatórias, uma vez que as 

regiões de cis-elementos são específicas para cada fator de transcrição (FT) e a 

ligação desses FTs nas regiões promotoras permite que haja a transcrição do 

respectivo gene (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2006). Desta forma, a 

engenharia genética utiliza diferentes promotores para estudos de genes envolvidos 

na resposta ao déficit hídrico, como o promotor 35S utilizado para a análise de 

expressão constitutiva (SAKUMA et al., 2006a; VALENTE et al., 2009) ou o promotor 

estresse-induzido RD29A (SAKUMA et al., 2006a; ENGELS et al., 2013). A utilização 

de promotores estresse-induzidos se torna uma ferramenta importante, pois a 

expressão constitutiva de um gene pode acumular um produto ou subproduto 

transgênico e causar desenvolvimento anormal ou retardo de crescimento (YI et al., 

2010). 

O déficit hídrico também tem sido estudado por meio de análises 

moleculares. Cultivares com background para a tolerância à seca tem sido aplicadas 

em estudos de prospecção gênica para a detecção de genes envolvidos na resposta 

ao déficit hídrico e à alta temperatura (NEVES-BORGES et al., 2012, RODRIGUES 

et al., 2012, DEGENKOLBE et al.., 2013). Para entender o comportamento 

transcricional das plantas nestas condições é importante o uso e desenvolvimento 

de ferramentas de seleção, como os marcadores de expressão e moleculares para 

déficit hídrico identificados em milho (BADICEAN et al., 2011), grão de bico 

(VARSHNEY et al., 2009) e soja (NEVES-BORGES et al., 2012). Já marcadores de 

expressão e moleculares de estresse por alta temperatura foram identificados em 

trigo (AL-DOSS et al., 2011) e arroz (YE et al., 2012).  

Desta forma, para a utilização de cultivares de soja em regiões com 
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padrões diferentes de déficit hídrico é necessária a identificação do mecanismo de 

resposta das cultivares de soja e estudos a campo que indiquem o rendimento das 

cultivares nas respectivas condições. Outra forma de identificar cultivares que 

tenham melhores resultados à seca é pela utilização de marcadores de expressão 

por serem capazes de detectar cultivares mais tolerantes à seca e/ou alta 

temperatura em condições iniciais dos estresses. Além dessas análises, o estudo 

dos componentes regulatórios também é fundamental no uso da biotecnologia para 

a compreensão da função de diversos genes e obtenção de plantas geneticamente 

modificadas que possuam maior tolerância ao déficit hídrico.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterização fisiológica, agronômica (mecanismo de resposta à 

seca) e molecular de cultivares de soja convencionais e da linhagem transgênica 

AtDREB2A CA.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Analisar mecanismos de respostas à seca em casa-de-

vegetação de uma linhagem transgênica AtDREB2A CA e das 

cultivares BR 16 e Embrapa 48 sensível e tolerante à seca, 

respectivamente; 

2) Analisar a produtividade em campo das cultivares BR 16 e 

Embrapa 48 e da linhagem transgênica AtDREB2A CA em 

condições normais de crescimento e sob déficit hídrico aplicado no 

estádio vegetativo e reprodutivo; 

3) Analisar os genes diferencialmente expressos sob condições de 

déficit hídrico na cultivar Embrapa 48 utilizando a técnica de 

Microarranjo de cDNA; 

4) Escolher promotores de resposta ao déficit hídrico a partir de 

genes expressos na cultivar Embrapa 48 sob déficit hídrico; 

5) Análisar in silico os promotores selecionados quanto à sua 

expressão em estresses abióticos e bióticos, estádios de 

desenvolvimento e partes anatômicas pelo GeneVestigator; 

6) Construir plasmídios contendo os promotores selecionados e 

análise de expressão transiente sob condições de ABA; 

7) Análisar a expressão de genes regulatórios e funcionais na 

resposta ao déficit hídrico e estresse por alta temperatura, 

aplicados isoladamente e de forma combinada; 

8) Identificar marcadores de expressão para déficit hídrico e estresse por alta 

temperatura, aplicados isoladamente e de forma combinada, em folhas, caules e 
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raízes utilizando como base a cultivar tolerante à seca Embrapa 48; 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 SOJA 

 

A soja é uma das leguminosas mais importantes economicamente 

no mundo (HA et al., 2013), possuindo propriedades nutricionais que a tornaram 

largamente utilizada como fonte de proteína, nutrientes minerais, óleos e produtos 

naturais, além de conter metabólitos secundários como isoflavonóides (SAKAI & 

KOGISO 2008), oligossacarídeos, ácido fítico, goitrogens (LIENER, 1994) e 

fitoestrogênios (OSOSKI & KENNELLY, 2003). É um grão muito utilizado para ração 

animal e consumo humano (HA et al., 2013), principalmente alimentos como tofu, 

leite de soja, pasta de feijão fermentado, molho de soja, tempeh entre outros 

(RAMEDANI et al., 2011). A soja ainda possui propriedades de promoção da saúde 

como prevenção da diabetes e obesidade e redução do colesterol (HA et al., 2013) 

além de ter outras aplicações industriais e farmacêuticas (DURANTI, 2006).  

Além de novas cultivares convencionais de soja que promoveram 

aumentos na produtividade brasileira, o uso de variedades transgênicas vem 

impulsionando nos últimos anos um crescimento significativo na produção deste 

grão (PONTICELLI et al., 2013). De uma forma geral, este aumento na utilização de 

soja transgênica no Brasil e no mundo ocorreu principalmente pela inter-relação de 

alguns fatores como mudanças de gestão (uso de fertilizantes e pesticidas), 

melhores equipamentos e conhecimento agronômico e por melhorias genéticas 

(DUVICK, 2005; BAKER et al., 2012).  

Estes fatores genéticos, advindos não apenas de variedades 

transgênicas mas de melhoramento genético em geral, também favoreceram a 

produção da soja em outros países, como por exemplo os Estados Unidos da 

América (EUA) que aumentaram a produtividade de soja em  aproximadamente 79% 

nos estados do norte (WILLIAMS & SEPCHT, 1979; JIN et al., 2010) além de 

incremento da produção na região centro norte (SPECHT & WILLIAMS, 1984; JIN et 

al., 2010) e centro sul (USTUN et al., 2001; JIN et al., 2010). Por sua vez, na 

principal região produtora de soja da China, região Nordeste, o rendimento médio de 

soja por hectare aumentou 71,4% em 40 anos (XUE et al., 2006; JIN et al., 2010), de 

modo que esta região lançou até o final do século passado 600 cultivares (LIU et al., 
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2008; JIN et al., 2010). 

O reflexo do uso do melhoramento clássico e da biotecnologia na 

obtenção de organismos geneticamente modificados (OGMs) associados a práticas 

de manejo adequadas pode ser observado na safra 2012/2013, onde o Brasil, 

mesmo tendo menor área plantada (27,7 milhões de hectares) em comparação com 

a área dos EUA (30,8 milhões de hectares) obteve produtividade média da soja 

superior em 9,7% (EMBRAPA, 2013). Segundo a Conab (2014), a alta produtividade 

brasileira da última safra e da safra 2009/2010 deveu-se as ótimas condições 

climáticas, enquanto a safra anterior 2011/2012 foi 8,94 milhões de toneladas inferior 

à safra anterior. Tais resultados negativos foram causados pela estiagem gerada 

pela La Niña (CONAB, 2014).  

 

3.2 ESTRESSES ABIÓTICOS COM ÊNFASE NO DÉFICIT HÍDRICO E ESTRESSE POR CALOR 

 

A melhoria da produtividade das colheitas das principais culturas de 

grãos pode ter um limite básico devido a fatores estressantes, como observado pela 

estabilização dessa melhoria nos últimos anos em 80% do seu potencial de 

produção teórico (BAKER et al., 2012). Estes fatores estressantes podem ser 

bióticos ou abióticos e afetam o crescimento e desenvolvimento das plantas 

(MANAVALAN et al., 2009). Dentre os fatores abióticos o déficit hídrico é 

considerado o mais devastador, afetando todas as fases de crescimento e 

desenvolvimento das plantas e reduzindo a produtividade da soja (MANAVALAN et 

al., 2009). A fase mais crítica para o acometimento do déficit hídrico é durante o 

florescimento ou no período logo após este (MECKEL et al., 1984; MANAVALAN et 

al., 2009). Ainda, em condições de diminuição de água disponível (escassez) ocorre 

o encurtamento do período de enchimento de grãos e assim diminuição da 

transferência dos assimilados para os grãos, o que faz com que haja a redução do 

peso dos grãos de soja (GHASSEMI-GOLEZANI & FARSHBAF-JAFARI, 2012). O 

déficit hídrico também pode influenciar as proteínas e o conteúdo do óleo das 

sementes de soja (GHASSEMI-GOLEZANI & FARSHBAF-JAFARI, 2012). 

Muitas vezes o termo “seca” não é definido com base na hidratação 

do tecido vegetal, mas sim em relação às alterações do solo e às condições 

meteorológicas  (LIPIEC et al., 2013). De fato, o déficit hídrico implica na interação 
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da atmosfera, sistema de parte aérea e raízes e o solo, todos os elementos 

conectados como uma série de resistência de transferência onde o fluxo de água 

ocorre. Assim, o desequilíbrio entre o transporte de água no sistema solo-raiz e o 

potencial de evapotranspiração gera a seca que normalmente ocorre quando a 

temperatura do ambiente é alta e a umidade relativa do ar e do solo é baixa (LIPIEC 

et al., 2013). O déficit hídrico frequentemente acomete as plantas juntamente com o 

estresse à alta temperatura e os efeitos no rendimento das culturas de ambos os 

fatores combinados são mais prejudiciais que os efeitos isolados. Principalmente no 

campo, tais estresses ocorrem simultaneamente, limitando o crescimento e 

desenvolvimento das plantas, comprometendo consequentemente a agricultura 

sustentável (LIPIEC et al., 2013).  

Conforme previsões, no decorrer dos próximos anos, em razão das 

mudanças climáticas globais, os períodos de seca se tornarão mais severos e 

frequentes (MANAVALAN et al., 2009). Completando o cenário futuro, aumentos da 

concentração de CO2, eventos de ondas de calor e variações intra e inter-sazonais 

podem ainda aumentar a complexidade do déficit hídrico e do estresse por alta 

temperatura (SEKHON et al., 2010; VADEZ et al., 2011; LIPIEC et al., 2013). 

Outros fatores abióticos como o estresse salino, temperaturas 

adversas (frio) e inundações podem também afetar significativamente a 

produtividade de soja prejudicando o crescimento, a nodulação e outras 

características agronômicas (IKEDA et al., 2009; KEERIO et al., 2001; PHANG et al., 

2008; SHULTZ et al., 2007; TRAN & MOCHIDA, 2010).   

 

3.2.1 Percepção 3 Resposta Inicial eas Plantas qo Déficit Hídrico e ao Estresse por 

Calor 

 
Para melhorar a produtividade das culturas em condições 

estressantes ou desfavoráveis, deve-se considerar que as plantas quando expostas 

a estresses ambientais respondem e se adaptam a níveis molecular, celular, 

fisiológico e bioquímico (URANO et al., 2010). O primeiro passo nesta adaptação é a 

percepção do déficit hídrico pelas raízes localizadas nas camadas mais superficiais 

do solo. A falta de água diminui o potencial hídrico do solo estimulando a síntese do 

hormônio ácido abscísico (ABA) nesse órgão. A partir das raízes, o ABA é 
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translocado para as folhas por meio de sinais endógenos que atuam a longas 

distâncias. Estes sinais seriam químicos (fitormônios e pH), hidráulicos e elétricos 

(SCHACHTMAN & GOODGER, 2008; PEREZ-ALFOCEA et al., 2011; 

CHRISTMANN et al., 2013; OSAKABE et al., 2013). Acredita-se ainda que o ABA 

produzido nos tecidos vasculares das folhas possa afetar o fechamento dos 

estômatos pelo transporte via difusão passiva e por transportadores de ABA, 

particularmente por membros da subfamília ABC G (ATP- binding cassete) e assim 

juntamente com ânions e cátions (Cl- e K+) induzir a redução do turgor e o volume 

das células-guarda, promovendo o fechamento estomático (MACROBBIE, 1998; HU 

et al., 2010; OSAKABE et al., 2013), que, diminui as trocas gasosas e resulta na 

redução da atividade fotossintética. 

Além do fechamento estomático, o aumento de ABA endógeno 

também induz a expressão de genes de resposta a estresses (HIRAYAMA & 

SHINOZAKI, 2007; OSAKABE et al., 2013). Esta indução acontece primeiramente 

porque transportadores localizados na membrana plasmática realizam o transporte 

intracelular do ABA (BOURSIAC et al., 2013) para o citosol, no qual o ABA induz 

uma variedade de eventos moleculares (CUTLER et al., 2010; HUBBARD et al., 

2010; WEINER et al., 2010; COELLO et al., 2011, 2012). Isto ocorre porque há um 

complexo receptor de ABA composto de proteínas fosfatases 2C (PP2Cs), proteínas 

quinases Snf1-relatadas 2s (SnRK2s) e uma família de receptor de ABA 

(PYR/PYL/RCAR_pyrabactin resistant/pyrabactin resistant-like/regulatory component 

of ABA receptor). Quando a célula está sob déficit hídrico, o ABA se liga aos seus 

receptores (PYR/PYL/RCAR) e os ativam, promovendo a inativação de PP2Cs e 

permitindo que as SnRK2s fosforilem as proteínas alvo, como o canal aniônico lento 

tipo S, SLAC1, que controla a resposta estomática (GEIGER et al., 2009; LEE et al., 

2009; HUBBARD et al., 2010; LEE & LUAN, 2012) e os fatores de transcrição (FTs) 

zíper de leucina (bZIP) como os membros ABF/AREB/ABI5 (ABRE- binding factors/ 

ABRE-binding/ABA insensitive 5) (FUJII et al., 2007; FURIHATA et al., 2006; 

JOHNSON et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2005) envolvidos na ativação da 

expressão de genes downstream da cascata do ABA tais como o rd29A (responsive 

dehydration 29A) entre outros (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2006; 

CUTLER et al., 2010, OSAKABE et al., 2013).  

Um dos membros da família bZIP, os AREBs (ABRE-binding factors) 



32 

 

 

 

reconhecem as sequências regulatórias mais comuns induzidas por ABA que são os 

“G-box” elementos de resposta ao ABA (ABREs- ABA Response Elements) 

(CUTLER et al., 2010). Esses elementos são encontrados nas regiões promotoras 

de diversos genes que estão na cascata ABA-dependente de resposta à seca 

(YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2006) e são os principais cis-elementos 

na cascata de transcrição dependente de ABA (HUANG et al., 2012). Em 

Arabidopsis thaliana, diversos membros de fatores de transcrição se ligam a essa 

região. Tais membros são denominados de AREB1, AREB2 e ABF3 (YOSHIDA et 

al., 2010).  

Esses FTs, membros da subfamília A das proteínas bZIP, também 

foram identificados em soja e sua similaridade entre as espécies indica que os genes 

diferencialmente expressos, abaixo de sua cascata, em condições de déficit hídrico 

são similares (MARUYAMA et al., 2012). Segundo Nakashima & Yamaguchi-

Shinozaki (2013) genes codificantes de proteínas LEA, do grupo A das PP2C e 

vários tipos de FTs são alguns dos genes encontrados nessa cascata em condições 

de estresse osmótico (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2013). Outro 

membro da mesma subfamília A das proteínas bZIP, juntamente com as proteínas 

AREB3, AtbZIP67/AtDPB e EEL, também regulam a expressão de proteínas da 

classe LEA durante condições de estresse (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2013). Em relação a esses membros, para que a expressão de genes 

ABA-responsivos seja ativada, normalmente são necessárias mais de uma 

sequência ABRE ou um ABRE e outras sequências como CEs (Coupling Elements) 

na região promotora de genes CUTLER et al. (2010).  

Além dos ABREs encontra-se outros cis-elementos em promotores 

de genes responsivos ao ABA como MYC (myelocytomatosis oncogene) e MYB 

(myeloblastosis oncogenese). Esses dois sítios de reconhecimento foram 

identificados no promotor do gene RD22 considerado responsivo ao ABA (ABE et al., 

2003), no entanto motifs ABRE-like não foram encontrados (ABE et al., 1997). Além 

disso, a expressão deste gene foi detectada em condições de resposta tardia ao 

déficit hídrico, ativada pelo acúmulo de ABA endógeno (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & 

SHINOZAKI, 2006).  

Em A. thaliana, o elementos regulatório AtMYC2 além de ser um 

fator de transcrição responsivo ao ABA também foi identificado como responsivo ao 
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ácido jasmônico (BOTER et al., 2004) e ainda na rota de sinalização de luz (YADAV 

et al., 2005). Na resposta ao ácido jasmônico (AJ), este fator de transcrição também 

denominado de JIN é um regulador positivo. O ácido jasmônico e etileno atuam em 

conjunto, o fator JIN é responsável pela repressão de genes (ANDERSON et al., 

2004; PIETERSE et al., 2009). Além isso, na via metabólica do ácido salicílico (AS) 

(LAURIE-BERRY et al., 2006), além de ser regulador central, JIN atua em resposta à 

estresses bióticos, em vias convergentes de sinalização controladas por ABA, 

indicando que em certas situações a resistência ao patógeno pode ser reforçada por 

um estresse abiótico (ATKINSON & URWIN, 2012).  

Outros genes da cascata dependente são os genes MYB, que 

constituem um dos maiores grupos de fatores de transcrição das plantas (DU et al., 

2012). Este grupo é altamente conservado nas espécies, atuando nas rotas de 

estresses bióticos e abióticos, particularmente na regulação da rota de biossíntese 

de fenilpropanóides (DUBOS et al., 2010). Além disso, a atividade desses fatores de 

transcrição pode ser controlada pelo estado redox da célula, fato observado pelos 

resíduos conservados de cisteína presentes nessa família (DUBOS et al., 2010). 

Desta forma, a S-nitrosilação ou oxidação de resíduos de leucina evitaria a ligação 

desses FTs ao DNA pela alteração de seu domínio, resultando em um mecanismo 

de controle nos estresses bióticos e abióticos, além da indução de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) (HEINE et al., 2004; ATKINSON & URWIN, 2012). 

Os FT MYBs, MYB12 e MYB14 são antagonistas na via de 

biossíntese de flavonóides (SCHENKE et al., 2011). Em condições de estresse por 

UV-B, por exemplo, ocorre a produção de flavonóides regulados por MYB12, 

enquanto que, a repressão desse processo ocorre na presença do eliciador 

bacteriano flg22, o que permite a produção de lenhina e fitoalexinas e outros 

compostos de defesa. O MYB96, dependente de ABA, promove a tolerância ao 

déficit hídrico (SEO et al., 2011), induzindo também a biossíntese de cera cuticular 

durante a desidratação. MYB96 é ainda a ligação entre os hormônios ABA e SA no 

controle da tolerância aos estresses, já que é necessário a sua presença para que 

haja resistência contra patógenos (SEO & PARK, 2010). Segundo Seo et al. (2009), 

esse fator de transcrição integra também os sinais de ABA e auxina e por isso 

propuseram sua função como uma ligação molecular. 

Um elemento regulatório encontrado na cascata de expressão 
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gênica dependente de ABA é o NAC (NAM, ATAF1, 2, e CUC2), inicialmente 

encontrado no gene RD26 que codifica uma proteína NAC (FUJITA et al., 2004). 

Este gene pode regular genes de desintoxicação de ROS sendo induzido por AJ, 

patógenos, ABA, seca e salinidade (FUJITA et al., 2004). Em arroz, o OSNAC6 é 

ativado em condições de estresses bióticos e abióticos e sua superexpressão 

conferiu às plantas transgênicas tolerância à desidratação e à alta salinidade 

(NAKASHIMA et al., 2007). 

Outra proteína da cascata dependente de ABA é a NFYA5 (Nuclear 

Factor Y, Fator Nuclear Y). Seu cis-elemento CCAAT está presente em 25 dos 

genes eucarióticos e possui alta afinidade e especificidade (LI et al., 2008). Esse 

fator nuclear é um complexo heterotrimérico composto de NFYA (CBF-B ou HAP2), 

NFYB (CBF-A ou HAP3) e NFYC (CBF-C ou HAP5) onde NFYA e C contêm como 

subunidades importantes para a ativação da transcrição domínios ricos em resíduos 

glutaminas hidrofóbicos (MANTOVANI, 1999). Em A. thaliana esse FT é composto 

por uma família de 10 genes codificadores de NFYA, 13 de NFYB e 13 de NFYC 

(GUSMAROLI et al., 2002). O NFYB1 foi superexpresso em A. thaliana e milho 

resultando em plantas com significativas melhorias na tolerância à seca e no 

rendimento sob déficit hídrico (NELSON et al., 2007). NFY5 também foi fortemente 

induzido por tratamentos de ABA, confirmando sua importância no controle da 

abertura estomática e concomitantemente na tolerância à seca (LI et al., 2008). 

Outro regulador que realiza a modulação do fechamento estomático mediado pelo 

ABA é o OCP3, membro da família de FTs homeobox (RAMÍREZ et al.,  2009). Em 

A. thaliana, este FT também funciona como regulador negativo em resposta à 

resistência a doenças causadas por fungos patogênicos necrotróficos (COEGO et 

al., 2005). 

Existem outros elementos regulatórios nessa cascata dependente de 

ABA como fatores de transcrição contendo o homeodomínio ATHB6 que interage 

com ABI1 atuando como seu regulador negativo (HIMMELBACH et al., 2002) e o 

GCC-box que reprime a expressão de genes induzidos por ABA (SONG et al., 2005). 

Como repressores e ativadores nessa cascata atuam, respectivamente, ainda os 

DBF1 e DBF2 (DNA-binding proteins), encontrados, por exemplo, regulando a 

expressão do gene rab17 (KIZIS & PAGES, 2002). 

A proteína regulatória RFP1 (RING-finger protein 1) em pimenta 
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(HONG et al., 2007; ASSELBERGH et al., 2008) também é responsiva ao ABA e 

confere tolerância osmótica. Em soja, a expressão de um gene que codifica uma 

proteína similar à RFP1, o gene GmRFP1 (Glycine max RING-finger protein 1), cuja 

função está relacionada com a via de degradação e ubiquitinização de proteínas 

alvo, apresenta evidências de ser regulada por ABA e induzida por estresse salino 

(DU et al., 2010). Outras proteínas regulatórias são os FTs WRKY, os quais estão 

envolvidos nas respostas aos estresses, como observado para o WRKY82 e 

WRKY45, que são responsivos a estresses bióticos e abióticos em arroz (QIU & YU, 

2009; PENG et al., 2011). Os membros dessa família, GmWRKY54 e GmWRKY13, 

em soja, também atuam na tolerância à seca e salinidade, como reguladores 

positivos e negativos (ZHOU et al., 2008). 

Como diversos genes induzidos pela desidratação não estão 

presentes na cascata dependente de ABA, sugeriu-se a existência de uma cascata 

de ativação gênica independente deste hormônio (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & 

SHINOZAKI, 2006). A maior classe de fatores de transcrição dessa via são os 

fatores de transcrição DREB (Dehydration Responsive Element Binding protein) que 

se ligam à sequência DRE (Dehydration Responsive Element) também denominada 

CRT (C-Repeat e Low-Temperature-Responsive) encontrada na região promotora de 

genes responsivos à desidratação, salinidade, frio e calor, promovendo a transcrição 

desses genes (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2006).  

As proteínas DREB fazem parte da família de fatores de transcrição 

ERF (Ethylene-Responsive Element-Binding Factors) e, dentro desse grupo, da 

subfamília EREBP, que contém uma cópia da sequência de DNA conservada AP2 

(KHAN, 2011). Em A. thaliana, a família de fatores de transcrição DREB/CBF (C-

repeat Binding Factor) é classificada em dois grandes grupos DREB1 e DREB2. O 

grupo gênico DREB1 se localiza no cromossomo quatro (SHINWARI et al., 1998) e 

compreende os genes que transcrevem os fatores de transcrição DREB1A, 

DREB1B, DREB1C altamente responsivos a baixa temperatura (LIU et al., 1998; 

GILMOUR et al., 1998; SHINWARI et al., 1998) e moderadamente à desidratação 

(GILMOUR et al., 1998). Segundo SAKUMA et al. (2002) o fator de transcrição 

DREB1A também foi fracamente induzido por alta salinidade. Já o gene 

DREB1D/CBF4 foi induzido por desidratação (HAAKE et al., 2002) e fracamente por 

salinidade e DREB1E e DREB1F induzidos por alta salinidade (SAKUMA et al., 
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2002). 

A inserção do FT AtDREB1A induziu a expressão de genes de 

resposta à seca em A. thaliana (LIU et al., 1998). Esse gene foi inserido, via 

transformação genética em diversas culturas economicamente importantes como 

tabaco (KASUGA et al., 2004), arroz (OH et al., 2005; ITO et al., 2006), milho (QIN et 

al., 2004), trigo (GAO et al., 2009) amendoim (BHATNAGAR-MATHUR et al., 2007; 

DEVI et al., 2011) e soja (POLIZEL et al., 2011). A super expressão de DREB1B em 

batata resultou em um aumento significativo da tolerância ao congelamento e seca, 

com aumento no teor de prolina e teor relativo de água superior sob condições de 

congelamento e estresse hídrico (MOVAHEDI et al., 2012). Experimentos realizados 

em casa-de-vegetação em plantas de soja geneticamente modificada (GM) contendo 

o gene AtDREB1A controlado pelo promotor estresse induzido rd29A demonstraram 

que as plantas apresentaram maior condutância estomática, taxa fotossintética e 

transpiratória quando comparadas a plantas controle não transgênicas, sugerindo a 

ativação de mecanismos que podem levar à maior tolerância ao déficit hídrico 

(POLIZEL et al., 2011). Linhagens de soja contendo essa mesma construção foram 

avaliadas tanto em casa de vegetação quanto em condições de campo e alguns 

componentes de produção foram maiores quando a seca foi imposta durante a fase 

vegetativa (ROLLA et al., 2013). 

Além do gene DREB1A, outro fator de transcrição da família DREB, 

o gene DREB2A vem sendo utilizado na obtenção de plantas mais tolerantes à seca, 

salinidade e calor (SAKUMA et al., 2006a, 2006b; QIN et al., 2007; CHEN et al., 

2007). Em A. thaliana, os homólogos DREB2A e DREB2B localizam-se no 

cromossomo seis e são ativados em resposta à seca e salinidade. No entanto, há 

relatos nos quais DREB2A pode induzir a expressão de vários genes de resposta ao 

calor, estresse ao qual DREB1A não confere tolerância. Trabalhos utilizando 

DREB2A CA (forma constitutiva do gene DREB2A de A. thaliana), sob o controle do 

promotor constitutivo 35S e estresse–induzido rd29A (SAKUMA et al., 2006a, 2006b; 

SCHRAMM et al., 2008), e também estudos com genes homólogos de DREB2A em 

milho (QIN et al., 2007) e soja (CHEN et al., 2007), indicaram tolerância aumentada 

ao déficit hídrico, alta temperatura e salinidade em plantas transgênicas quando 

comparadas à plantas não transformadas, sugerindo que DREB2A pode promover a 

indução da expressão de genes dowstream de resposta à estes estresses abióticos 
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em diferentes espécies vegetais.  

A forma ativa constitutiva (CA) do gene DREB2A foi obtida por 

SAKUMA et al. (2006a) através de transativação utilizando protoplastos. Os mesmos 

autores identificaram o domínio de ativação transcricional de DREB2A entre os 

aminoácidos 254 e a região C-terminal, um domínio regulatório negativo entre os 

aminoácidos 136 e 165 e dois sinais de localização nuclear (SLN) na região N-

terminal. Particularmente, o domínio regulatório negativo, localizado adjacente ao 

domínio de ligação de DNA ERF/AP2, era composto de uma região com 

aproximadamente 30 aminoácidos, rica em serina e treonina (SAKUMA et al., 

2006a). Entre as construções estudadas por esses pesquisadores, a construção sem 

o seu domínio regulatório negativo deletado foi a que apresentou maior estabilidade 

no núcleo, expressão do transgene e interação do mesmo na região DRE dos 

promotores de genes alvos de resposta à seca e ao calor e esse gene passou a ser 

chamado de AtDREB2A CA.  

A análise da expressão gênica de plantas de A. thaliana contendo o 

transgene DREB2A CA realizada por SAKUMA et al. (2006a) indicou 12 genes up-

regulados em condições de seca e nove genes up-regulados em condições de 

salinidade e calor. SCHRAMM et al. (2008) corroboraram esses dados de expressão 

do DREB2A em condições de calor, observando que dentre os 21 membros de 

fatores de transcrição responsivos ao calor apenas HsfA3 é regulado por DREB2A 

em A. thaliana. O silenciamento deste em A. thaliana diminuiu de 40 a 60% da 

termotolerância das linhagens silenciadas. Quanto ao mecanismo de atuação, o 

fator de transcrição interage em cooperação com o HsfA2 e ambos atuam no fator 

de transcrição HSFA1. Este por fim, se liga à região promotora dos genes que 

transcrevem as proteínas de choque térmico. Desta forma, esse mecanismo 

aumenta a termotolerância precoce das plantas expostas ao estresse por alta 

temperatura. Já na fase tardia da termotolerância, o HsfA3 forma hetero oligômeros 

com Hsfs A1a, A1b e A2 possivelmente com um papel na estabilização da 

termotolerância. Por meio da análise funcional dos 21 Hsfs de A. thaliana, KOTAK et 

al. (2007) sugeriram que esses fatores de transcrição possuem funções integradas 

com outros fatores formando complexas rotas metabólicas essenciais e desta forma, 

ativando diferentes rotas de sinalização de respostas a estresses bióticos e abióticos 

para que as plantas suportem mais rapidamente mudanças ambientais resultantes 
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dos estresses. 

Em soja, linhagens GMs contendo a construção gênica 

rd29A:AtDREB2A CA foram obtidas com poucas (linhagem P1397) e várias cópias 

(linhagem P2193) inseridas (ENGELS et al., 2013). Ambas as linhagens 

apresentaram expressão diferencial do transgene na geração T1 e T0, T1 e T2, 

respectivamente, sendo a P2193 considerada mais estável. Após serem submetidas 

à desidratação, as plantas mostraram altos níveis de expressão no tecido radicular, 

com redução da taxa fotossintética (A) e condutância estomática (gs) após 30 min de 

tratamento (ENGELS et al., 2013).  

Liu et al. (1998) analisaram a superexpressão de DREB2A sob o 

controle de um promotor constitutivo em experimentos de retardo de crescimento e 

detectaram poucas mudanças no fenótipo das plantas e no RNAm do transgene 

mesmo em condições normais de desenvolvimento, além da ausência do RNAm do 

gene RD29A, um dos genes presentes na cascata, sugerindo que a proteína 

DREB2A necessitaria de modificações como fosforilação para exerer sua função na 

resposta à desidratação. 

O processo de proteólise do fator de transcrição DREB2A foi 

estudado por Qin et al. (2008) em A. thaliana, uma vez que esta planta-modelo 

acumula esse FT em níveis basais sob condições normais de desenvolvimento. 

Esses autores sugeriram duas proteínas denominadas DRIP1 e DRIP2 (DREB2A-

Interacting Protein_Proteínas) que possuem o domínio C3HC4 RING como 

responsáveis por mediar a proteólise do DREB2A no proteosoma 26S. Estas 

proteínas funcionam como uma ubiquitina E3 e atuam no núcleo, em condições de 

expressão basal ou vazamento do gene DREB2A. A hipótese sugerida pelos autores 

é que em condições de estresse a degradação da proteína DREB2A pode ser 

bloqueada ou inibida pela competição de um sinal de estresse dependente de 

modificação e assim a célula vegetal teria quantidade suficiente dessa proteína 

necessária para ativar a expressão dos genes da sua cascata. 

Quanto à estabilidade do fator de transcrição DREB2A, Morimoto et 

al. (2013) detectaram que a proteína é mais estável no citosol do que no núcleo. No 

entanto, a condição estável da proteína DREB2A foi dependente dos níveis de 

transcrição e das condições de estresse, como observado em linhagens 

transgênicas que expressaram o gene DREB2A constitutivamente e apresentaram 
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níveis baixos de expressão em condições controle e aumento da transcrição em 

condições de desidratação e estresse por alta temperatura. Os mesmos autores 

sugeriram que para a ativação da expressão do gene alvo, o FT DREB2A necessita 

de regulação pós-traducional que envolve basicamente etapas de estabilização e 

ativação. Essas descobertas sugerem que além da DRIP1 e DRIP devem existir 

outras proteínas mandatórias para a ativação do gene em condições de estresse 

(MORIMOTO et al., 2013). 

 

3.2.1.1 Transcrição gênica em condições de déficit hídrico 

 

De maneira geral, os genes que possuem expressão diferencial em 

condições de déficit hídrico e, portanto, regulação transcricional por meio de FTs, e 

pós transcricionais como RNAi e micro RNAs, são classificados em duas categorias: 

genes que codificam proteínas funcionais e genes que codificam proteínas 

regulatórias (SHINOZAKI et al., 2003).  

O grupo de proteínas funcionais incluem proteínas que 

provavelmente atuam não apenas na resposta ao déficit hídrico, mas também na 

tolerância aos estresses abióticos (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). 

Assim, esse grupo é composto por proteínas como LEA (Late Embryogenesis 

Abundant), chaperonas, enzimas chave para a biossíntese de osmólitos, osmotina, 

transportadores de prolina e açúcares, proteínas ligantes ao RNAm, enzimas de 

desintoxificação, proteínas de anti-congelamento e várias proteases (SHINOZAKI & 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). 

Já o grupo de proteínas regulatórias é composto por vários fatores 

de transcrição, moléculas sinalizadoras (como proteínas de ligação, a calmodulina), 

fosfatases, quinases e enzimas envolvidas no metabolismo de fosfolipídios, ou seja, 

proteínas reguladoras e fatores protéicos envolvidos na regulamentação adicional de 

transdução de sinal (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). 

 

3.2.1.2 Transcrição gênica em condições de alta temperatura 

 

Em temperatura ambiente extrema, as taxas de reações 

bioquímicas, a fluidez de membrana, a absorção de água e nutrientes e a 
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conformação de proteínas e ácidos nucléicos são impactadas (CHINNUSAMY et al., 

2007; WINFIELD et al., 2010; CHEW & HALLIDAY, 2011). Assim, para que a planta 

possa sobreviver em condições de estresse por alta temperatura, ou seja, adquira 

termotolerância, a planta acumula chaperonas moleculares, as proteínas de choque 

térmico (Heat Shock Protein – HSP) (KOTAK et al., 2007b). Essas proteínas são 

transcritas quando FT, os HSFs (Heat Shock Factors), se ligam em suas regiões 

promotoras ativando a transcrição.  

Além disso, dentro do estresse por alta temperatura, Schramm et al. 

(2008) e Chen et al. (2010) analisaram A. thaliana transformada com os genes que 

transcrevem os fatores de transcrição DREB2A e DREB2C e observaram um 

aumento da tolerância ao estresse por alta temperatura. Segundo esses autores, 

DREB2A e DREB2C estão envolvidos diretamente na via de resposta ao choque 

térmico, ativando a transcrição do HSF3 que forma um dímero com outros HSFs e 

esse complexo DREB2C se liga na região promotora dos HSPs (CHEW & 

HALLIDAY, 2011). Existem ainda outros reguladores transcricionais que também 

estão envolvidos na resposta ao estresse por alta temperatura como, por exemplo, o 

regulon MBF1 (multiprotein bridging factor 1c) presente em A. thaliana (SUZUKI et 

al., 2011). 

 

3.2.1.3 Respostas bioquímicas e metabólicas 

 
Quando as plantas estão expostas ao déficit hídrico, neutralizam os 

efeitos negativos dessa exposição por meio da ativação de respostas bioquímicas 

que incluem a manutenção da homeostase intracelular de íons, síntese e acúmulo 

de osmólitos e eliminação de espécies reativas de oxigênio (Reactive Oxygen 

Species - ROS) (GOLLDACK et al., 2011). 

Além do déficit hídrico, o estresse por alta temperatura também 

produz estresse oxidativo nas plantas porque ambos aumentam a produção de ROS 

(como oxigênios singleto), o que consequentemente causa danos como degradação 

de proteínas, inativação de enzimas e lesões de membranas nas células (ZLATEV & 

LIDON, 2012; HOWARTH, 2005). Ainda, o estresse por altas temperaturas a curto 

ou longo prazo (temperaturas mais moderadas) (WAHID et al., 2007) induz nas 

células a produção de compostos tóxicos que juntamente com ROS são resultados 
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da desnaturação de proteínas, da inativação de enzimas e podem causar a redução 

da síntese e degradação das mesmas, o aumento da fluidez da membrana lipídica e 

de diferentes padrões de integridade de membranas (HOWARTH, 2005; 

KOZLOWSKA, 2007), a interrupção do transporte de assimilados, a desintegração 

da grana dos tilacóides, a diminuição no teor de clorofila e o aumento da atividade 

amilolítica (KOZLOWSKA, 2007). Essas lesões celulares podem reduzir o 

crescimento da planta e o fluxo de íons (HOWARTH, 2005; LIPIEC et al., 2013). 

Para diminuir a toxicidade das espécies reativas de oxigênio 

produzidas em condições de estresse, as células produzem enzimas antioxidantes 

como SOD (superóxido dismutase, EC 1.15.1.1), CAT (catalase, EC 1.11.1.6), e 

POD (peroxidase, EC 1.11.1.7). Outra forma de diminuir essa toxicidade é a 

aplicação de nutrientes como N (nitrogênio), K (potássio), Ca (cálcio) e Mg 

(magnésio) que realizam a eliminação das ROS (WARAICH et al., 2012). Moléculas 

antioxidantes como compostos fenólicos, flavonóides, antocianinas e lignina também 

podem ser sintetizadas para minimizar as lesões celulares (WAHID, 2007; ZLATEV 

& LIDON, 2012). 

De modo geral, esses antioxidantes e outros osmólitos compatíveis 

são produzidos em resposta a uma cascata de sinalização, que ajuda a promover o 

balanço hídrico e osmótico. A expressão de cascatas de sinalização MAPK (Mitogen 

Activated Protein Kinases) e CDPK (Calcium Dependent Protein Kinase) é 

aumentada pelos efeitos iniciais do estresse térmico, ou seja, pela indução do influxo 

de Ca2+ e reorganização do citoesqueleto (ASHRAF & HARRIS, 2013; WAHID et al., 

2007). 

Dentre os osmólitos compatíveis produzidos, a prolina e a 

glicinabetaína são acumulados e facilitam a absorção de água (HARE & CRESS, 

1997; ASHRAF & FOOLAD 2007) em condições de déficit hídrico. Ambas realizam 

além da proteção contra o aumento das ROS no citossol e vacúolos (pro citossol e 

vacúolos), o ajuste osmótico protegendo proteínas, DNA e membranas (SMIRNOFF 

& CUMBES, 1989; MATYSIK et al., 2002).  

Durante condições de estresse salino e hídrico, a prolina atenua a 

super redução do fotossistema I (PSI, do inglês Photosystem I), aumentando a 

disponibilidade de NADP+, advindo da redução do glutamato na síntese da prolina, 

no cloroplasto, e previne perturbação das vias redox-sensíveis (HARE & CRESS, 
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1997). Além de realizar a eliminação de ROS durante a seca, a prolina também 

protege o fotossistema II (PSII, do inglês Photosystem II), e previne a peroxidação 

lipídica (MOLINARI et al., 2007). Também atuando na eficiência fotoquímica do PSII 

está a glicinabetaína, que não elimina diretamente a produção de ROS durante 

estresses osmóticos (CHEN & MURATA, 2008), mas protege as células contra 

danos oxidativos (PARK et al., 2007; CHEN & MURATA, 2008). O acúmulo de 

glicinabetaína é mais eficaz nos cloroplastos, como observado pela sua ação no PSII 

do que em outros compartimentos celulares (PARK et al., 2007). Além disso, Hoque 

et al. (2007) demonstraram que ambos aminoácidos prolina e glicinabetaína 

possuem papéis na regulação de enzimas antioxidantes. 

Existem ainda açúcares solúveis que além de contribuírem para a 

regulação da sinalização do ROS, possuem papel de ajustes osmóticos em 

condições de estresses abióticos (VINOCUR & ALTMAN 2005; SEKI et al., 2007). 

Estes açúcares estão envolvidos na proteção e metabolismo das vias de eliminação 

e produção da ROS como as vias oxidativa pentose-fostato, fotossíntese e 

respiração mitocondrial (COUÉE et al., 2006). Dentre esses açúcares está a 

trehalose, um dissacarídeo que entre suas funções está a atuação como molécula 

sinalizadora do ABA sob condições de estresse (AVONCE et al., 2004). Em plantas 

transgênicas de arroz expressando a trehalose da Escherichia coli sob condições de 

seca e salinidade, os danos foto-oxidativos em PSII foram menores quando 

comparados com as plantas não-transformadas (GARG et al., 2002). 

Outro açúcar solúvel que atua na regulação e sinalização do ROS 

sob estresse está o manitol, que protege o aparato cloroplasmático contra danos 

foto-oxidativos causados por HO* (MILLER et al., 2010), como observado em plantas 

transgênicas de tabaco, as quais apresentaram maior produção de manitol voltado 

para o cloroplasto, maior capacidade de eliminação de HO* e a maior resistência das 

plantas transgênicas ao estresse oxidativo (SHEN et al., 1997a,b). 

 

3.2.1.4 Respostas fisiológicas das plantas sob déficit hídrico e estresse por alta 

temperatura 

 
3.2.1.4.1 Comportamento do sistema radicular  

 



43 

 

 

 

O déficit hídrico acomete as plantas quando a temperatura do 

ambiente é alta e a umidade relativa do ar são baixas, combinação esta de 

condições que afetam a hidratação da planta e do tecido e, portanto, não pode ser 

definida apenas como um período de tempo seco prejudicial às culturas no qual 

alterações nas condições do solo e meteorológicas estão ocorrendo (LIPIEC et al., 

2013). 

O aparecimento do déficit hídrico agrícola ocorre quando, durante a 

estação de crescimento das culturas, as chuvas são insuficientes para atender a 

demanda da planta, ou ainda existe uma insuficiência de água no solo (SEKHON et 

al., 2010; VADEZ et al., 2011, 2012; WAHID et al., 2007). Dessa maneira, o déficit 

hídrico ocorre devido a um desequilíbrio da taxa de fluxo de água e do potencial de 

transpiração, como um resultado da disparidade da resistência de transferências de 

água entre o solo, o sistema de raízes, a parte aérea e a atmosfera (LIPIEC et al., 

2013).  

Em condições normais o fluxo de água solo-raízes é regulado pela 

condutância hidráulica da raiz (Lp), que depende do gradiente de potencial hídrico 

entre o solo e as raízes e varia entre os diferentes tipos de raízes, ao longo de seu 

comprimento, idade, crescimento e plasticidade da raiz (DOUSSAN et al., 1998). A 

Lp é modulada pela permeabilidade da membrana celular e por canais de água 

(aquaporinas), que no início do déficit hídrico de curto prazo pode causar o aumento 

e posteriormente diminuição de Lp  (LIPIEC et al., 2013). Quando esse déficit hídrico 

se prolonga ocorre a suberização da endoderme e da exoderme radicular 

promovendo uma redução maior de Lp (VANDELEUR & MAYO, 2009). A diminuição 

de Lp no déficit hídrico a curto e longo prazo evita que a planta perca água para o 

solo seco apesar de reduzir o fluxo de água para a planta. Em episódios mais longos 

de déficit hídrico o valor de Lp pode ser ainda mais reduzido pela embolia do xilema 

(LIPIEC et al., 2013).  

As condições de déficit hídrico iniciam-se com a interação entre o 

solo e o sistema de raízes, que com sua arquitetura faz com que haja diminuição da 

eficiência de absorção devido a aglutinação de raízes (BEUDEZ & DOUSSAN, 2013; 

TARDIEU et al., 1992), afetando também a heterogeneidade vertical da água 

disponível no solo (GARRIGUES et al., 2006). Para que a absorção de água 

continue por mais tempo, o Lp das raízes (aquaporinas e suberização) modula a 
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extensão e velocidade desse processo, além de ajudar a aumentar a absorção de 

água em zonas mais úmidas, compensando a pouca absorção em zonas mais secas 

(CARMINATI et al., 2009; TAYLOR & WILLART, 1983). Esse aumento da absorção 

em zonas mais úmidas pode ser modulado também por exsudatos de raízes, 

mucilagem e possivelmente pelo acúmulo de solutos (CARMINATI & VETTERLEIN, 

2013; MCCULLY et al., 2009; READ et al., 2003; STIRZAKER & PASSIOURA, 

1996). 

Na prolongação do déficit hídrico pode haver o maior crescimento de 

raízes que estão em contato com as regiões mais úmidas dos solos (HUANG & 

EISSENSTAT, 2000; SEKHON et al., 2010), porém se a privação de água 

permanecer pode haver um desacoplamento entre a produção de carbono em folhas 

e nas raízes, fazendo com que haja uma redução global do crescimento da raiz 

(MULLER et al., 2011). Outra forma de adaptação das raízes à seca é o crescimento 

da raiz principal em direção às camadas inferiores do solo em busca de água 

(TAYLOR et al., 1978; MANAVALAN et al., 2009). Isso indica que a plasticidade das 

raízes é fundamental para adquirir mais água, como pode ser observado pelo 

aumento da razão raiz: parte aérea resultado do aumento da partição de biomassa 

em raízes (MANAVALAN et al., 2009). Pesquisas têm mostrado que o enraizamento 

profundo pode contribuir para o melhor aproveitamento de água e nutrientes. 

Rosolem (2005) indicou que a produtividade máxima da soja só é obtida se o 

sistema radicular atingir até 1 m de profundidade. Caso as raízes atinjam por 

exemplo apenas 60 cm, a produção de soja alcançará 70% da máxima. Porém, 

quando esse desenvolvimento radicular profundo é restringido, diminuindo o volume 

de solo explorado pelas raízes em busca de água e nutrientes o que, em termos 

práticos, significa que o tamanho do reservatório de água disponível às plantas é 

substancialmente reduzido.  

 

3.2.1.4.2 Fixação biológica de nitrogênio 

 
Estudos têm demonstrado que em condições de déficit hídrico a 

fixação biológica do nitrogênio é reduzida, como observado pela redução da 

atividade da nitrogenase (70%) durante os quatro primeiros dias de seca 

(MANAVALAN et al., 2009). Isso ocorre porque a respiração ligada à nitrogenase e 
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sua atividade, bem como o acúmulo de lipídios oxidados e substratos da respiração, 

e a ativação de genes antioxidantes, são diminuídos pelo aumento da resistência da 

difusão do oxigênio para o bacterióide, que tem a atividade respiratória prejudicada 

(NAYA et al., 2007). Outros fatores como o aumento de ureídios e aminoácidos 

livres, a diminuição da atividade do nódulo sucrose sintase, a redução no fluxo de 

carbono para os nódulos e a disponibilidade reduzida de oxigênio também inibem a 

fixação de nitrogênio nos nódulos de legumes (KING & PURCELL, 2005; ARRESE-

IGOR et al., 1999; GONZALEZ et al., 1995; DURAND et al., 1987). Assim, o déficit 

hídrico afeta diretamente e significativamente a atividade da nodulação 

(MANAVALAN et al., 2009). Como resultado, a redução de suplemento do nitrogênio 

para a produção de proteínas faz com que os rendimentos das culturas diminuam, já 

que a produção de proteína é fator crítico para a produção de sementes (PURCELL 

& KING, 1996). 

 

3.2.1.4.3 Trocas gasosas 

 
A condutância estomática influencia as trocas gasosas e de vapor d’ 

água (MANAVALAN et al., 2009; KHOLOVÁ et al., 2010) desempenhando papel 

fundamental na regulação do equilíbrio da água dentro da planta (TUBEROSA, 

2012). De maneira geral, a condutância estomática é influenciada por vários fatores, 

como a arquitetura foliar (TSUDA & TYREE, 2000; SACK et al., 2003) e fatores 

físicos como a condutância hidráulica (SPERRY et al., 2005), que em curto prazo 

pode variar dependendo de processos físico-químicos como a cavitação (SALLEO et 

al., 2001), a alteração da permeabilidade da parede, o colapso da parede 

(COCHARD et al., 2004) e a alteração da viscosidade da água (ZWIENIECKY et al., 

2001; KHOLOVÁ et al., 2010). 

Em condições naturais, a planta pode passar de um solo saturado 

com água a um solo em que haja pouca água disponível e nessa fase de transição 

ocorre a diminuição da condutância estomática, dependente da espécie e da 

quantidade de água disponível no solo (MANAVALAN et al., 2009). Em estudo 

realizado com soja em condições de déficit hídrico moderado, Liu et al. (2003) 

observaram uma diminuição da condutância estomática concomitantemente a um 

aumento na quantidade de ABA no xilema, respondendo aos sinais químicos 
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desencadeados pelo estresse (MANAVALAN et al., 2009). Em condições de déficit 

hídrico, a perda de água pelos estômatos durante as trocas gasosas é composta 

pela condutância cuticular (e qualquer condutância residual), já que os estômatos 

tendem a se fechar nessas condições (MANAVALAN et al., 2009). Em condições 

normais essa condutância é muito baixa, sendo desprezada em relação à 

condutância total (MANAVALAN et al., 2009).  

É importante destacar ainda que em plantas como soja e 

principalmente espécies xerofíticas a densidade da pubescência foliar é responsável 

pelo aumento da reflectância da folha e, portanto, pela temperatura mais baixa em 

condições de alta irradiância (MANAVALAN et al., 2009). Estudos demonstraram 

que linhagens de soja com pubescência densa apresentaram extensão de raiz mais 

profunda além de maior densidade radicular e maior vigor vegetativo (GARAY & 

WILHELM, 1983), restrição da perda de água pela transpiração e aumento da 

fotossíntese (SPECHT & WILLIAMS, 1985). 

Os estômatos são responsáveis pela co-regulação do influxo de CO2 

para a atmosfera e pela perda de água por transpiração (GILBERT et al., 2011). 

Como grande parte da troca de CO2 e de água é realizada na folha, os estômatos 

são um dos principais componentes na eficiência do uso de água (EUA), definido 

pela quantidade de água utilizada para fixar carbono (GILBERT et al., 2011). Assim, 

esta é uma medida da eficácia de uma cultura para economizar água, refletindo o 

quanto a água pode ser convertida em grão (SEKHON et al., 2010; LIPIEC et al., 

2013). Quando se necessita calcular o valor da EUA sem a destruição da parte 

aérea, o qual normalmente é calculado utilizando-se o peso seco da parte aérea, 

pode-se utilizar o EUA intrínseco, que é definido como a razão da fotossíntese (A) 

pela condutância estomática (gs) (SEIBT et al., 2008). Avaliações realizadas em 

campo demonstraram variações na taxa de EUA em plantas de soja, resultado que 

foi relacionado às diferentes bases genéticas das plantas (MIAN et al., 1996). 

Comumente, altos valores de EUA em condições de seca podem contribuir para 

manter a produtividade das culturas (MANAVALAN et al., 2009).  

Ainda, a fração de água transpirável no solo (do inglês FTSW – 

Fraction of Transpirable Soil Water) onde a transpiração declina é outro parâmetro 

extremamente útil para compreender e prevenir o comportamento dos genótipos sob 

déficit hídrico (SINCLAIR & LUDLOW, 1986; SADRAS & MILROY, 1996; RAY & 
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SINCLAIR, 1997).  

Outro ponto importante a ser levado em consideração em relação à 

transpiração é a área foliar, pois esta determina também a perda de água da planta.  

Uma boa parte da perda de água realizada pelas folhas é ocasionada pelas trocas 

gasosas realizadas nos estômatos. Dessa forma, uma baixa condutância estomática, 

relacionada à diferença da densidade estomática (DE) pode conferir um bom padrão 

do uso conservativo de água (KHOLOVÁ et al., 2010). Essa densidade estomática é 

regulada em A. thaliana por um único gene chamado de ERECTA, descoberto em 

estudos envolvendo genes de regulação da transpiração (MASLE et al., 2005). O 

menor índice da perda de água por unidade de área foliar pode ser gerada também 

por diferenças genotípicas como demonstrado em milheto por Kholová et al. (2010b). 

A taxa de transpiração também está relacionada com a temperatura 

da copa (TC), uma vez que a capacidade da regulação dos estômatos para a perda 

de água na folha é indicada pela diferença entre o ar circundante e a temperatura da 

copa (ISODA & WANG, 2002; KHOLOVÁ et al., 2010). Essa diferença é medida por 

imagem térmica e denominada depressão de temperatura do dossel, a qual é 

resultado dos efeitos de várias características morfofisiológicas e bioquímicas que 

atuam na copa, folha, estômatos e raízes (Tuberosa, 2012). Assim, o screening de 

plantas que apresentem diferentes taxas de transpiração e sensibilidade da 

transpiração para o déficit de pressão de vapor (DPV) poderia ser realizado pela 

medição da TC (GONZALEZ-DUGO et al., 2005; BAHAR et al., 2008; BELKO et al., 

2013). 

As plantas podem diminuir o consumo de água no solo (vigor inicial), 

limitando o seu uso durante o crescimento, para poder utilizar essa água reservada 

principalmente no enchimento dos grãos (KHOLOVÁ et al 2010a; ZAMAN-ALLAH et 

al., 2011). Outro mecanismo que limita o uso da água nas plantas são as baixas 

trocas gasosas em condições normais de crescimento e alto DPV como observado 

em soja onde o DPV >2,0 kPa limita o crescimento de certos genótipos (SINCLAIR 

et al., 2005; DEVI et al., 2010). Além disso, a menor transpiração em plantas 

tolerantes em relação as sensíveis à seca pode ser considerado um terceiro 

mecanismo de limitação (FLETCHER et al., 2007; SADOK & SINCLAIR, 2009; 

BELKO et al., 2013). 

O vigor inicial é importante, pois plantas com essa característica sob 
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condições de baixa evapotranspiração permitem a otimização da eficiência de uso 

de água e limitam a perda de água devido à evaporação direta da superfície do solo 

(TUBEROSA, 2012). Isto significa que mais água pode ficar disponível para os 

estádios de desenvolvimento posteriores, quando a umidade do solo torna-se menor 

(SLAFER et al., 2005; RICHARDS, 2006; REBETZKE et al., 2007; RICHARDS et al., 

2007). Por outro lado, um excessivo desenvolvimento nos estádios iniciais pode 

diminuir precocemente a umidade do solo devido a maior perda de água pela parte 

aérea e maior absorção de água pelas raízes. Deste modo, o grau ótimo do vigor vai 

depender das características atmosféricas e de solo de cada local. 

Particularmente, tanto no déficit hídrico quanto no estresse por alta 

temperatura, a diminuição do CO2 interno reduz a fotossíntese, inibindo a síntese de 

enzimas fotossintéticas e de ATP (ARASIMOWICZ & FLORYSZAK-WIECZOREC, 

2007; ZLATEV & LIDON, 2012). Nos dois estresses a liberação dos íons de cálcio e 

magnésio das suas ligações, a remoção de proteínas externas e a diminuição do 

transporte de elétrons suprimem a eficiência fotoquímica do fotossistema II (BARTA 

et al., 2010; WAHID et al., 2007; ZLATEV & LIDON, 2012). Apesar de o PSII ser 

mais sensível à alta temperatura, devido ao rompimento de processos metabólicos 

(disruption) que causa a eliminação do PSII nas membranas dos tilacóides 

(PRASAD et al., 2008), essa fragilidade é menor quando as plantas passam por 

déficit hídrico juntamente com o estresse por alta temperatura já que o déficit hídrico 

nesse caso tem um efeito protetor ao fotossistema (LU & ZHANG, 1999).  

O efeito da alta temperatura na capacidade fotossintética é mais 

danoso às plantas C3, comparado às plantas C4, devido à diferente distribuição de 

energia e atividades das enzimas do metabolismo de carbono, particularmente da 

Rubisco (SALVUCCI & CRAFTS-BRANDNER, 2004). Além disso, os efeitos 

negativos da alta temperatura e do déficit de pressão do vapor na fotossíntese da 

folha e EUA podem ser parcialmente compensados por um aumento da 

concentração de CO2 atmosférico. Isto pode ser alcançado através da manutenção 

da concentração ideal de CO2 na câmara subestomática a um menor nível de 

abertura dos estômatos, resultando em menores taxas de transpiração e economia 

de água (CONDON et al., 2002; VADEZ et al., 2011). No entanto, estas estratégias, 

podem induzir estresse térmico com aumento da temperatura foliar e redução da 

condutância estomática e transpiração (KRÓL, 2013).  
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3.2.1.5 Mecanismos de resposta à seca 

 

As plantas em geral utilizam diferentes mecanismos para lidar com a 

seca, os quais podem ser classificados em três grupos (TURNER et al., 2001): 

escape, evitamento e tolerância à seca. Plantas que usam como estratégia o escape 

podem possuir um ciclo de vida mais curto, completando seu ciclo durante o período 

de água disponível, e produzindo apenas algumas sementes (MANAVALAN et al., 

2009). Já as plantas que evitam a seca, utilizam vários mecanismos para manter alto 

estado hídrico durante os períodos de estresse hídrico, como a redução da 

evapotranspiração e uma eficiente absorção de água pelas raízes (MANAVALAN et 

al., 2009). Tais mecanismos incluem ainda características morfo-fisiológicas como o 

aprofundamento de raízes, o aumento da proporção de tecidos condutores, a 

emissão rápida de raízes novas, o ajustamento osmótico, o enrolamento foliar, a 

redução da área foliar, a abscisão foliar, o aumento de tricomas, a deposição de 

ceras epicuticulares, o florescimento precoce e o enrijecimento da parede celular. 

Entretanto, à medida que o potencial hídrico do solo decresce e o estresse se 

intensifica, os mecanismos de tolerância tornam-se críticos para sua sobrevivência 

(SUNKAR, 2010).  

As células tolerantes devem ter a habilidade de regular os processos 

metabólicos à medida que as células desidratam para reparar os danos 

(PAMMENTER et al. 2002; WALTERS et al. 2002). Produtos do metabolismo não 

controlado em particular as ROS têm sido apontados como agentes causais destes 

danos (LEPRINCE et al., 1990; APEL et al., 2004, MILLER et al., 2010). Além disso, 

plantas tolerantes podem realizar ainda o acúmulo de protetores moleculares, a 

remobilização de carboidratos solúveis em água nos caules, entre outros processos 

(TUBEROSA, 2012). 

 Segundo Lawlor (2013) existe ainda um quarto mecanismo de 

resposta à seca: a sobrevivência. Neste caso, os órgãos, tecidos e células das 

plantas cessam o seu crescimento durante as condições de seca, realizando o 

chamado estado de quiescência. Após o período de déficit, essas plantas recuperam 
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rapidamente o seu status hídrico normal e suas funções celulares básicas retornam 

à normalidade.  
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CAPÍTULO I 

 

5 Phenotyping two Brazilian soybean cultivars contrasting in drought response 

as well as a transgenic line overexpressing AtDREB2A CA1 

 
Cibelle Engels, Josirley de Fátima Corrêa Carvalho, Amanda Paiva Rôlla dos 
Santos, Norman Neumaier, Renata Fuganti-Pagliarini, Fabiana Aparecida Rodrigues, 
Marco Antonio Segantini Pieralisi, Maria Cristina Neves de Oliveira, Francismar 
Corrêa Marcelino-Guimarães, José Renato Bouças Farias, Junya Mizoi, Kazuo 
Nakashima, Kazuko Yamaguchi-Shinozaki, Alexandre Lima Nepomuceno. 

 

5.1 ABSTRACT 
 
 Water deficiency is one of the main abiotic factors that affect soybean crops. In this 
study, we analyzed drought-response mechanisms in two Brazilian soybean cultivars 
(BR 16 and Embrapa 48, which are considered drought-sensitive and drought-
tolerant, respectively) as well as one transgenic line (D2A) that overexpresses the 
AtDREB2A CA gene for drought tolerance. The responses to drought were analyzed 
in a greenhouse after discontinuing irrigation of plants and in the field under four 
different water regimes: irrigated (I), natural conditions (NI), and under water stress 
applied in the vegetative stage (VS) or reproductive stage (RS) by using rain out 
shelters. The Embrapa 48 cultivar and the D2A line showed characteristics related to 
the conservative use of water under conditions of adequate water supply (drought 
avoidance). With the development of water deficit, the Embrapa 48 also showed 
characteristics related to drought tolerance (lowering of osmotic potential). In the 
field, the Embrapa 48 cultivar had greater productivity than the other cultivar studied. 
The productivity in the D2A line was 25.17% greater than in the BR 16 cultivar, 
although the differences were not statistically significant. The greatest differences 
between the BR 16 cultivar and the D2A line were related to the total number of pods 
and number of seeds, which were greater for the D2A line when stress was applied in 
the vegetative stage.                        Additional research is necessary to determine the 
climatic and soil conditions in which the productivity of the D2A line can surpass that 
of the drought-sensitive BR 16 cultivar. 
 
 
Key-words: transgenic, drought-tolerant, conservative use of water 
 
 
_______________________________ 
 
1 Artigo elaborado de acordo com as normas da revista Plant Physiology. 
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5.2 INTRODUCTION 
 

Drought is the main abiotic stress factor that affects crop productivity. In the 

soybean crop, losses of 8.95 tons of grain occurred in the 2011/2012 crop season in 

Brazil because of the adverse climate conditions caused by the “La Niña” 

phenomenon (Conab, 2012). Furthermore, plants exhibit drought-responsive 

mechanisms, that should be considered: drought escape, drought avoidance, and 

drought tolerance (Yue et al., 2006). These mechanisms, in addition to drought 

survival, are outlined by Lawlor (2013). 

According to Lawlor (2013), in annual crops such as cereals, the vegetative 

growth exploits the rainy period in regions with pronounced wet and dry seasons, and 

grain maturation occurs in the dry period, therefore, plants are able to escape from 

drought. Drought avoidance is shown by plants that grow in periods of drought but 

maintain their required water status, generally by restricting water loss (transpiration) 

and conserving soil water through a smaller leaf area and stomatal conductance 

and/or by increasing water supply, with deeper, denser rooting to exploit water in the 

soil or from a water table. Drought survival is a form of drought response in which 

cells, tissues, and organs that have ceased growing under drought (i.e., have entered 

a quiescent state) are able to maintain key cellular functions and recover rapidly to 

pre-deficit values with minimal damage, allowing resumption of activity (e.g., 

photosynthesis). 

Mechanisms considered to confer drought tolerance by preserving cellular 

water content and turgor, even when water supply is limiting, include decreasing the 

osmotic potential with synthesis of proline and/or other osmoprotectors or increasing 

the water conductance of cells with aquaporins. Tolerance mechanisms of particular 

importance are those involved in the regulation of photosynthesis when stomatal 

conductance decreases at low relative water content (Lawlor 2013). Protective and 

regulatory mechanisms include those that increase energy dissipation and regulate 

the energy balance of cells (e.g., the xanthophyll cycle in photosynthetic tissues) and 

those that prevent the production or enhance the breakdown of reactive oxygen 

species (ROS) (Hou et al., 2009; Melchiorre et al., 2009). 

Because plants exhibit different defense strategies against water deficit, 

numerous studies have focused on obtaining plants that are more tolerant to abiotic 
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stresses using genetic engineering and/or conventional breeding (Jiang et al., 2010; 

Xiong et al., 2010; Li et al., 2010, Nguyen et al., 2003, James et al., 2006). 

Given the central role of the dehydration-responsive element-binding 

(DREB)/C-repeat-binding factor (CBF) transcription factors in responses to abiotic 

stress in addition to their ability to regulate a large number of stress-responsive 

genes, these transcription factors have become a common target for genetic 

engineering in plants (Lopato & Langridge, 2011). Numerous studies have mentioned 

that the overexpression of the transcription factor DREB2A or its constitutive active 

form DREB2A CA has increased the tolerance of numerous plant species to water, 

salt, and thermal stresses (Sakuma et al., 2006a, 2006b; Schramm et al., 2008; Qin 

et al., 2007; and Chen et al., 2007). DREB2A CA was obtained by Sakuma et al. 

(2006a) by deletion of the negative regulatory domain of the DREB2A gene of 

Arabidopsis thaliana between the nucleotides 135 and 166. 

Target genes activated by the transcription factor DREB2A encode LEA 

proteins that protect macromolecules such as enzymes and lipids from dehydration 

(Shinozaki & Yamaguchi Shinozaki, 1999; Sakuma et al., 2006b) and heat-shock 

proteins (Sakuma et al., 2006b; Qin et al., 2007) and others. 

Recently, Engels et al. (2013) inserted genes that encode the DREB2A 

transcription factors of A. thaliana in soybean cultivar BR 16 and detected its 

transcription in dehydration conditions. The present study aimed to elucidate drought-

responsive mechanisms in a greenhouse using transgenic line (D2A) and comparing 

with the conventional cultivars BR 16 and Embrapa 48, which are considered 

sensitive and tolerant to drought, respectively. In addition, for the first time in the 

literature, the agronomic performance of these materials in field conditions was 

determined under different water regimes.  

 

5.3 MATERIALS AND METHODS 

 

5.3.1 Plant material 
The soybean (Glycine max L. Merril) conventional cultivars BR 16 (D69-B 10-

M 58 x Davis), which is drought-sensitive (Oya et al., 2004), and Embrapa 48 
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[cruzamento (Davis x Paraná) x (IAS 4 x BR5)], which is drought-tolerant, were used 

in this study (Embrapa, 2010; Lemos et al., 2011; Kulcheski et al., 2011). In addition, 

a genetically modified soybean line, denominated D2A, which contained the 

AtDREB2A CA gene and the stress-inducible promoter rd29A, for tolerance to 

drought and heat was used. The expression of the DREB2A gene in the D2A line, 

generated by particle bombardment, was confirmed in generations T0, T1 and T2 by 

Engels et al. (2013). 

5.3.2 Experiment to induce water deficit  
Soybean seeds were germinated in growth chambers at 25 ± 1°C and 100% 

relative humidity (RH). After germination, the seedlings were transferred to 3-Kg pots 

containing a mixture of soil, organic material, and sand (2:2:1, 39% of field capacity 

[FC]). The plants were maintained at 70% FC (well-irrigated conditions) until the V4 

growth stage (Fehr et al. 1971). 

To increase the atmospheric nitrogen-absorption efficiency, 2 mL of peat 

inoculant containing Rizobium japonicum (BIAGRO) was applied to each seedling.  

The humidity and temperature conditions of the greenhouse were monitored 

every 5 minutes using a thermohygrograph (Hobo U14-002; Onset®). The 

photoperiod was 15h of light. The atmospheric vapor-pressure deficit (VPD) was 

calculated using the humidity and temperature data according to the formula VPD = 

(100-RH)/100*VPsat (kPa). VPsat was calculated based on a psychometric graph 

using the software available at http://physics.holsoft.nl/physics/ocmain.htm. 

Pots containing plants in the V4 stage, 30 days after sowing (DAS), were 

divided into three subsets (1, 2, and 3) with two plants per genotype in each subset. 

The plants in subset 1 were harvested at 30 DAS (before the onset of water deficit) 

and divided to root and aerial parts, which were dried in a convection oven (60°C) to 

reach a constant weight for the determination of the initial dry plant biomass (W1). 

The other two subsets were used as control treatments (C, well-irrigated 

conditions) or drought stressed (DS) treatments. Before the onset of stress (30 DAS), 

the pots of both of the treatments were saturated with water and kept overnight to 

drain the excess of water from the following morning, the pots were placed inside 

plastic bags to prevent the loss of water by soil evaporation. From that point, 

irrigation was suspended in the pots of the DS treatment. The pots were then 
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weighed daily between 09:00 h and 10:00 h to maintain the weight of the pots at 70% 

of the pot weight after saturation (C) or 20-40% of the pot weight after saturation 

(DS). To maintain these levels, water was added to the pots when necessary. The 

water deficit started at 30 DAS and lasted for 18 days. Samples were taken at 10 

(40% FC) and 17 (20% FC) days after water stress (DAWS). 

 

 

5.3.3 Analysis of growth 
 Measurements were performed at 17 DAWS to analyze growth. The 

measurements consisted of analyses of the leaf area (length x width), plant height 

(cm), number of leaves, and number of nodes. At the end of the experiment, the 

plants were collected and divided into root and aerial parts to determine the final dry 

plant biomass (W2) by drying in an oven until a constant weight was reached. 

The following equation was used to calculate the relative growth rate (RGR) (g 

g-1 day-1), where t2 – t1 is the time interval of stress: 

RGR = (Ln W2 - Ln W1) / (t2-t1)                                                 (1) 

The percentage of reduction in growth (RG%) was calculated using equation 

2, where DMGC is the dry-matter gain (g) of the control plants, and DMGS is the dry-

matter gain (g) of the plants under water deficit (s). 

RG% = (DMGC – DMGS) * 100 /DMGC                                    (2) 

 

5.3.4 Gas exchanges 
Photosynthesis (A), stomatal conductance (gs) and internal CO2 concentration 

(Ci) were analyzed at 10 and 17 DAWS using Li-6400 equipment with a light source 

(90% red + 10% blue) and a 2-cm2 chamber under the following chamber conditions: 

1000 µmol m_2 s_1 of photosynthetically active radiation; flow rate, 400 µmol s_1; 

sample CO2, 390 µmol mol_1; VPD, 3.53 kPa; leaf temperature, 31.3 ± 1.6°C. This 

measurement was performed in the central leaflet of the third (terceiro) fully 

expanded trefoil (Rodrigues et al., 2012). The intrinsic water-use efficiency (WUE) 

was calculated as the ratio between A and gs (Gilbert et al., 2011). 
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5.3.5 Water and osmotic potentials, electrolyte leakage, relative water content 

and leaf succulence 
 Water potential was determined using a PsyPro psychrometer (Model PST-55-

SF, Wescor, Inc., Logan, UT) according to Nepomuceno et al. (1998). The electrolyte 

leakage was analyzed according to Blum & Ebercon (1981). Leaf succulence was 

determined according to Jennings (1976), and the relative water content (RWC) was 

analyzed according to Barrs (1968). The measurements were performed at 10 and 

17 DAWS. 

5.3.6 Analysis of agronomic characteristics in field conditions  
The agronomic assessment of the cultivars and line D2A was performed on 

Embrapa Soybean (Londrina – state of Paraná, Brazil) during the 2011/2012 crop 

season in an experiment with randomized blocks with split-plots and four replicates. 

Temperature and rainfall were monitored at the meteorological station installed 

on the farm. With data obtained from the meteorological station, Crusiol et al. (2012) 

calculated the water balance according to Thornthwaite & Mather (1955). 

During the experiment, the plants were subjected to four water regimes: I 

(irrigated, matric potential between – 0.03 and – 0.05 Mpa), NI (natural conditions), 

VS (water stress in the vegetative growth stage), and RS (water stress in the 

reproductive stage). The stresses in the vegetative and reproductive growth stages 

were applied artificially using a rain out shelter programmed to close automatically at 

the first occurrence of rain, in the vegetative or reproductive stress treatments, and 

open when the rain ended. In the shelter, the humidity was monitored daily by 

tensiometers at 30-cm depth and weekly using gravimetric methods. 

The following growth parameters were assessed in the agronomic experiment: 

leaf area, leaf-area index (LAI, calculated as the ratio between the leaf area and unit 

of area occupied in the soil by the plant) both in the R2-R3 stage, shoot dry and fresh 

matter (SDW and SFW), and the height (H) and number of nodes (NN) in stage R8. 

The tested productivity parameters were the total number of pods (NP), number of 

seeds (NS), apparent harvest index (AHI), dry matter of 100 seeds (DM100S) and 

yield in stage R8. The yield was calculated (at 13% humidity) using the following 

equation: Yield (Kg/ha) = (100 – grain moisture at harvest, %) x (grain weight at 
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harvest, Kg x 10000) / harvest area, m2). 

 

5.3.7 Experimental design and statistical analysis 
The experimental design of the greenhouse experiment included randomized 

blocks in a factorial arrangement (3x2) with six replicates. The factors considered 

were a) genotypes: BR16 cultivar, Embrapa 48 cultivar, and D2A line; and b) water 

availability: control (70% FC) and water stressed (40% or 20% of FC). 

The experimental design of the field conditions was randomized blocks 

arranged in split-plots with four replicates. The main plot corresponded to the water 

regimes (NI, I, VS, and RS), and the subplot was composed of the soybean cultivars 

(BR 16 and Embrapa 48) and the D2A line.  

The results obtained from the greenhouse and field conditions experiments 

were subjected to the Duncan’s test at 5% significance using the SASM Agri software 

(Canteri et al., 2001). 

 

5.4 SUPPLEMENTAL DATA 
The following materials are available in the online version of this article. 

Supplemental Figure S1. Vapour Pressure Deficit (kPa) of the greenhouse 

experiment. DAS means days after sowing and DAWS means days after water 

deficit. 

 

5.5 RESULTS 

 

5.5.1 Experiment in greenhouse 
In our study, the phenotype and the development of symptoms of water deficit 

were studied in conventional cultivars with different responses to drought and in a 

line genetically modified (GM) for drought tolerance. Symptoms of wilting were 

observed at 17 DAWS in plants of the BR 16 cultivar (drought-sensitive) and D2A 

(GM) (Figures 1A, 1B and 5), which displayed leaf water potential and RWC of -2.54 
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MPa and 71% and -2.06 MPa and 65%, respectively. No signs of water deficit were 

observed in Embrapa 48 plants after them reached values of water potential and 

RWC of -4.21 MPa and 57% (Figure 1C and 5) at 17 DAWS. 

 

 

 

 

 

Figure 1. BR 16 (A), D2A (B) and Embrapa 48 (C) plants in the V7-V8 stage under 
control conditions (left) and drought stress conditions at 17 DAWS (right). 

 

 

Analyses of the water loss by the plants through transpiration showed that in 

the control situation, Embrapa 48 cultivar plants had lower transpiration than the BR 

16 cultivar at 30 DAS, 3, 4, 5, 8, and 10 to 13 DAWS (Figure 2). The reductions in 

transpiration in this condition varied from 18.04% to 54.34% and occurred both on 

days of high (2.4kPa/30 DAS and 2.9kPa/8 DAWS) and low (0.7kPa/12 DAWS) VPD 

(Supplementary Figure S1). Further, D2A plants also transpired less than the BR 16 

cultivar (12.84% to 68.7%) with the exception of 1, 2, 7, and 15 DAWS. When 

compared to Embrapa 48 cultivar plants, the reductions in the transpiration of D2A 

plants were lower, 20.83% to 35.21%. Under drought conditions, a reduction in 

transpiration compared to the BR 16 cultivar was observed only on days 2 and 5 

DAWS for the D2A plants (Figure 2). Such transpiration behavior suggests that 

Embrapa 48 cultivar plants and D2A line exhibit conservative water use (low 

transpiration) under good conditions of water availability, which promotes the storage 

of water in the soil for later use.  
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Figure 2. Transpiration (g day-1) of BR16, Embrapa 48 and D2A plants under well-

irrigated or drought stressed conditions (p<0,05; n = 4 ± standard error of the mean). 
(A) Control plants and, (B) Treated plants. DAS means days after sowing and DAWS 

means days after water stress.  
 

 

In physiological terms, the main determining factors of water loss in plants are 

stomatal conductance (gs) and leaf area. Therefore, the gas exchanges and growth 

of different genotypes were analyzed. The control plants of BR 16 cultivar presented 

lower gs than the Embrapa 48 cultivar at 10 and 17 DAWS and in comparison to the 

D2A plants at 17 DAS (Figure 3). Plants of BR16 and D2A showed a similar 

photosynthesis (A) on both dates sampled, lower than that of the Embrapa 48 

cultivar. The greatest gs of the Embrapa 48 cultivar resulted in lower WUE for this 

cultivar because stomatal conductance decreased faster than photosynthetic uptake 

of carbon. Under drought conditions, at 10 DAWS, the gs of the different genotypes 

were similar, while at 17 DAWS, the gs were greater for the Embrapa 48 plants. The 

A of the plants followed the order D2A < BR 16 < Embrapa 48 at 10 DAWS, but was 

similar at 17 DAWS. The WUE of the BR 16, D2A, and Embrapa 48 plants were 

similar at 10 DAWS. However, at 17 DAWS, the WUE of the BR 16 plants was lower 

than that of D2A and greater than that of Embrapa 48 (Figure 3). 
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Figure 3. Gas Exchange of BR16, Embrapa 48 and D2A plants (n = 6 ± 

standard error of mean) analyzed at 17 DAWS in (A) and 10 DAWS in (B). Same 
uppercase letters (comparison between cultivars under control or drought stressed 

conditions) and lowercase letters (comparison between control and drought stressed 
conditions within a given cultivar) indicate that there was no significant difference 

(p<0,05). 
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The analyses of growth showed that the BR 16 and Embrapa 48 cultivars and 

D2A plants displayed similar growth patterns under conditions of good water 

availability, with statistically significant differences observed only for the greater 

number of nodes in the BR16 cultivar (Figure 4). Although not statistically significant, 

reduced leaf area and a lower number of leaves were observed for the Embrapa 48 

cultivar. Under drought conditions, the BR16 cultivar exhibited 3.5% and 23.5% fewer 

leaves than the D2A line and Embrapa 48 cultivar, respectively. These data indicate 

that these genotypes had continued growth under water deficit (Figure 4). Regarding 

the data for growth and gas exchanges, differences in the onset of wilt symptoms 

between the BR 16 and Embrapa 48 cultivars or similarities in symptoms between 

BR 16 and D2A could not be totally explained by differences in plant size or stomatal 

conductance. 

 

 

 
Figure 4. Analysis of soybean plant growth at 17 DAWS. (A) Height (cm); (B) Number 

of Nodes; (C) Number of Leaves; (D) Leaf Area (cm2). Same uppercase letters 
(comparison between genotypes within control or drought stress) and lowercase 

letters (comparison between control and drought stress within a cultivar) indicate that 
there was no significant difference (p<0,05; n = 6 ± standard error of the mean). 
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Analyzing the leaf water potential of plants, those of the BR 16 cultivar in the 

control situation displayed greater water potential than the other genotypes. However, 

under drought condition, the D2A and Embrapa 48 plants had greater water potential 

than the BR 16 cultivar. Comparing the differences in leaf water potential in different 

genotypes under the control conditions and under water deficit, BR 16 and D2A plants 

showed reductions in their leaf water potentials of approximately 110 and 31%, 

respectively. With respect to Embrapa 48 cultivar, no significant differences were 

observed in the leaf water potential of plants in the control situation and under water 

defici (Figure 5A), which indicates the maintenance of water status under water deficit. 

The leaf succulence at 17 DAWS did not significantly differ between the different 

genotypes. However, greater succulence was observed for the Embrapa 48 cultivar 

under drought stressed (Figure 5D). The data above appear to indicate that the 

greater succulence and water potential of the D2A and Embrapa 48 plants under water 

deficit resulted from the preservation of water in the substrate containing these plants 

by means of their lower transpiration rates in the control situation. Regarding 

electrolyte leakage, in the control situation, the D2A and Embrapa 48 plants suffered 

higher electrolyte loss due to the damages caused to membranes than the BR 16 

cultivar, whereas under water deficit conditions at 17 DAWS, greater leakage occurred 

for the BR 16 cultivar (Figure 5C). 

 An intriguing fact was that although the evidence indicates that D2A and 

Embrapa 48 plants conserve water in the soil for later use, wilt symptoms were not 

prevented in D2A plants (Figure 1), on the contrary, were similar to those of the BR 

16 cultivar plants, which are drought-sensitive (Figure 1). The differences found 

between the Embrapa 48 and D2A plants were related to osmotic potential, which 

was less for the plants of the Embrapa 48 cultivar compared to the BR 16 and D2A 

plants under water deficit (17 DAWS) (Figure 5B). Although the chemical nature of 

the solutes involved in lowering the osmotic potential is unknown, it is possible that 

these solutes act in processes related to the osmotic adjustment or protection of cell 

structures in situations of more prolonged stress. 
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Figure 5. (A) Water potential; (C) Electrolyte Leakage and (E) RWC analyzed at 10 
DAWS and (B) Osmotic Potential and (D) Leaf Succulence analyzed at 17 DAWS. 
Same uppercase letters (comparison between cultivars within control or drought 

stress) and lowercase letters (comparison between control and drought stress within a 
cultivar) indicate that there was no significant difference (p<0,05; n= 6 ± standard error 

of the mean). 
 

 

It was also confirmed that under conditions of good water availability, the BR 

16 cultivar had greater values of dry matter of roots and aerial parts (Figure 6A and 

6B) and higher RGR (Figure 6C) than the other genotypes. These data, together with 

the greater values of DMG (Figure 6D) for the BR16 cultivar compared to D2A, 

indicate that greater values of transpiration in this cultivar contribute to the increase in 
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leaf and root dry matter. The percentage reduction in the growth of plants under 

water deficit compared to plants under good water availability was smaller for the 

Embrapa 48 cultivar, which could also be confirmed visually (Figure 1). The plants of 

the BR 16 cultivar showed reductions in growth of 21.78% and 44.73% greater 

compared to the D2A and Embrapa 48 plants, respectively (Figure 6E). 

 

 

 
Figure 6. Growth characteristics of soybean plants (n = 6 ± standard error of the 

mean). (A) Shoot Dry Matter (g); (B) Root Dry Matter (g); (C) Relative Growth Rate (g 
g-1 day-1); (D) Dry-Matter Gain (g); (E) Reduction in Growth (%). Same uppercase 

letters (comparison between cultivars within control or drought stress) and lowercase 
letters (comparison between control and drought stress within a cultivar) indicate that 

there was no significant difference (p<0,05). 
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5.5.2 Experiment in field conditions 
Studies with GM plants are frequently conducted with plants in the vegetative 

stage and in greenhouse conditions. However, considering that weather along with 

the duration and intensity of drought in each developmental stage of the crop are key 

determinants of productivity, experiments in real field conditions become crucial in 

studies aiming to obtain materials that are more tolerant of abiotic stresses. D2A 

plants as well as those of the BR 16 and Embrapa 48 cultivars were tested in field 

conditions during the 2011/2012 crop season, when the occurrence of water deficit 

was confirmed in various developmental stages of the crop, including pod filling 

(Crusiol et al., 2012). The performance of the plants in the field was also studied 

when water deficit was applied in the vegetative or reproductive stages using rain out 

shelters. 

Under natural conditions (NI), the Embrapa 48 cultivar exhibited smaller leaf 

area and LAI than the other genotypes, while D2A had a lower number of nodes. 

When stress was applied in the vegetative stage, D2A had greater SFW, SDW, and 

height. However, the number of nodes was similar to that of the BR16 cultivar. Under 

water stress in the reproductive stage, Embrapa 48 plants had greater SFW, SDW, 

and number of nodes than the other genotypes, although the Embrapa 48 plants had 

lower leaf area and LAI (Figure 7). In conditions of good water availability, the main 

differences in growth occurred for Embrapa 48, which exhibited lower leaf area, 

SFW, and SDW and greater height than the other genotypes (Figure 7). 
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Figure 7. Growth parameters in BR 16, Embrapa 48 and D2A plants. Parameters (A) 
(Leaf Area, cm2) and (B) (Leaf Area Index, cm2) were analyzed in plants in the R2-R3 
stage, and (C) (Shoot Fresh Matter, g), (D) (Shoot Dry Matter, g) (E) (Height, cm) and 

(F) (Number of Nodes) were analyzed at harvest, stage R8. NI, I, VS and RS mean 
natural conditions, irrigated, water stress applied in the vegetative stress and under 
reproductive stress, respectively. Same uppercase letters (comparison between the 

cultivars within a water regime) and lowercase letters (comparison between the water 
regimes within a cultivar) indicate that there was no significant difference (p<0,05). 

 

 

Regarding yield, the Embrapa 48 cultivar had greater productivity in all the 

tested water regimes. While the yields of the D2A plants were similar to those of the 

BR 16 cultivar, the GM material overcame its non-modified parental line with respect 
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to number of pods (NP) (NI and VS), number of seeds (NS) (VS and RS), apparent 

harvest index (AHI) (I and RS), and dry matter of 100 seeds (DM100S) (I). Although 

the NS and DM100S of D2A plants was smaller than that of BR 16 plants in NI and 

RS respectively, the NS of D2A plants was greater in the RS (Figure 8). Greater 

reductions in yield occurred when water deficit was applied in the reproductive stage, 

with values of 83, 78, and 83% for the BR 16 plants, Embrapa 48, and D2A, 

respectively. 

 

 

 
Figure 8. Productivity parameters analyzed at harvest, stage R8, of BR 16, Embrapa 
48 and D2A plants. NI, I, VS and RS mean natural conditions, irrigated, water stress 

applied in the vegetative stress and under reproductive stress, respectively. (A) 
Number of Pods; (B) Number of Seeds; (C) Apparent Harvest Index; (D) Dry Matter 
of 100 Seeds (g); (E) Yield (Kg/ha). Same uppercase letters (comparison between 
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the cultivars within a water regime) and lowercase letters (comparison between the 
water regimes within a cultivar) indicate that there was no significant difference 

(p<0,05). 

5.6 DISCUSSION 
 

5.6.1 Experiment in greenhouse 
Reduction in the leaf water status is known to trigger the appearance of 

symptoms of water deficit, such as wilting and reductions of growth, photosynthesis, 

and the fluorescence of chlorophyll a (Wang et al., 2008; Woo et al., 2008). 

The reductions in water potential (ψP), relative water content (RWC), and leaf 

gs occur as plants deplete water from the substrate in which they are being grown. 

However, for some cultivars/GM materials, a delay in the appearance of stress 

symptoms compared to their controls when these materials are subjected to water 

deficit is observed. 

According to Lawlor (2013), delays in the appearance of stress symptoms 

could be caused by differences in the rate of water loss by transpiration as a 

consequence of the lower gs or leaf area of plant materials that exhibit delayed onset 

of stress. However, in material genetically modified for drought tolerance, differences 

in water-stress symptoms could also be caused by the activation of drought-

responsive genes. 

In our studies, a delay in the appearance of wilting or other water-stress 

symptoms was observed for the plant materials in study under greenhouse 

conditions. Thus, this study aimed to shed light on whether the differences observed 

were consequences of delayed stress onset or, in the case of the GM material D2A, 

of the possible activation of drought-response genes. 

Keeping in mind that the success of any development strategy of GM plants 

and of conventional cultivars for drought tolerance is determined by the final 

productivity under field conditions, the characteristics of growth and yield of different 

genotypes in real field conditions and when water stress was applied in the 

vegetative and reproductive periods were evaluated. 

After imposing a drought condition in the greenhouse, the Embrapa 48 plants 

developed stress symptoms more slowly than the BR 16 cultivar. However, for the 
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D2A plants, the onset of the emergence of water stress symptoms was similar to that 

of the BR16 cultivar. 

The transpiration of the genotypes studied was assessed by weighing the pots 

daily. Under conditions of good water availability, the plants of the Embrapa 48 and 

D2A genotypes had reduced transpiration and, therefore, less removal and more 

conservation of water in the substrate relative to the BR16 cultivar (Figure 2). It is 

interesting to note that the D2A plants, although exhibiting characteristics related to 

less water extraction from the soil (lower transpiration), showed similar wilting to that 

of the BR 16 cultivar. 

As stated above, in physiological terms, the main factors determining the 

water loss in plants are leaf area and gs (Katul et al., 2010). However, in plants 

growing in pots, where water is rapidly depleted from the substrate, the regulation of 

the water balance in plants is generally determined by gs and to a lesser degree by 

the reduction in leaf area (Passioura, 2006). 

Data for gas exchanges obtained in this experiment demonstrate that the 

limitations in transpiration of the Embrapa 48 and D2A plants under good water 

availability could not be attributed to a lower gs because these genotypes exhibited 

greater gs in the control situation (Figure 3). 

These data contrast with reports that, in several genetically modified plants, gs 

is often reduced (Belin et al., 2010) due to changes in the structure and function of 

stomata (Cui et al., 2008; Gao et al., 2011). According to Lawlor (2013), the 

transformation in some cases alters the size of stomata, stomata density 

(stomata/unit of leaf area), and stomatal index (stomata/epidermal cell). 

The differences in the reductions in leaf area were not statistically significant in 

the material studied (Figure 4), although it is possible that small decreases in the leaf 

area of GM plants, which did not reach statistical significance, could accumulate 

throughout several days, contributing, at least in part, to a greater total water loss 

(Lawlor 2013). 

A more likely explanation for the lower transpiration rates in the Embrapa 48 

and D2A plants compared to the BR 16 cultivar could be related to a greater 

mesophyll resistance to the exit of water vapor from the leaves of BR16 plants under 

conditions of good water availability. These data are corroborated by Polizel et al. 

(2011), who observed that plants of the BR 16 cultivar in the R4 stage showed 56% 
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greater leaf thickness than plants containing the rd29A:DREB1A construction in the 

control situation. It may be possible that differences in leaf thickness of BR 16 plants 

have resulted from differences in the paraveinal mesophyll, a set of cells with 

horizontal orientation if compared to the other cells of the mesophyll, whose function 

would be to facilitate the horizontal translocation of the products of photosynthesis 

(Fisher, 1967). Such differences could also be the result of the presence of greater 

intercellular spaces, with a consequent reduction in mesophyll resistance. Anatomical 

and/or physiological studies of leaves of D2A and Embrapa 48 plants are therefore 

needed to determine differences in mesophyll resistance.  

The cells of the leaf tissue can maintain homeostasis and water status under 

conditions of water deficit. Previous studies of microarray analysis of 35S:AtDREB2A 

CA in transgenic plants of A. thaliana performed by Sakuma et al. (2006b) showed 

overexpression of genes as LEAs (Late Embriogenysis), dehydrins, XERO2, 

COR15A, RD17, genes of hydrophilic proteins associated with membranes. The 

precise function of dehydrins has not been established yet, but in vitro experiments 

revealed that some dehydrins (YSK(n)-type) bind to lipid vesicles that contain acidic 

phospholipids, and others (K(n)S) were shown to bind metals and have the ability to 

scavenge hydroxyl radicals (Asghar et al., 1994), protect lipid membranes against 

peroxidation or display cryoprotective activity towards freezing-sensitive enzymes 

(Rorat, 2006). Evidence suggests that the aquaporins, membrane channel proteins, 

play a role in maintenance of homeostasis and water status (Tyerman et al., 2002; 

Galmés et al., 2007). Analysis of the genes that express aquaporins in the materials 

studied could contribute to understanding the observed differences. 

The analysis of electrolyte leakage in the different genotypes revealed less 

leakage for the Embrapa 48 and D2A cultivars in the initial periods of water deficit 

(Figure 5C), most likely as a result of the lesser damages caused to the cell 

membranes as a consequence of the better water status of these genotypes at the 

onset of water deficit. 

The reduction in electrolyte leakage in DREB transgenic plants could also 

have occurred because of the transcription and translation of proteins that confer 

protection to cell structures and the production of other molecules such as 

osmoprotectants (Nakashima et al., 2009). Several studies (Chen et al., 2007; Cong 

et al. 2008; Ito et al., 2006) have demonstrated that DREB transgenic plants 
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accumulate greater levels of proline, thus providing protection from macromolecules 

and ROS detoxification, and other soluble sugars that are fundamental for osmotic 

adjustment than non-transgenic plants. 

In transgenic plants 35S:DREB2A CA of A. thaliana, Sakuma et al. (2006 a,b) 

identified overexpression of genes of sugar metabolism such as AtGolS3 putative 

galactinol synthase, glycosyltransferase family, glycosyl hydrolase family 17 and 

AtGolS1 putative galactinol synthase. The first step in the biosynthesis pathway of 

raffinose family oligosaccharides (RFOs) is catalyzed by the enzyme galactinol 

synthase that act as a regulator of carbon partitioning (sucrose – RFOs) (Saravitz et 

al., 1987). In abiotic stress, the RFOs plays role in protection by acting as a 

compatible solute (Zhou et al., 2012). Thus, a detailed analysis of the targets of 

DREB2A should be done in transgenic soybean to confirm the overexpression of 

genes including those related to sugar metabolism and protection of membrane. 

Differences in A between the different genotypes were found in the control 

situation and under water deficit between BR 16/D2A and Embrapa 48 (Figure 3). 

Greater A was observed for the Embrapa 48 cultivar, which could be attributed to a 

greater gs. Farias et al. (1999) found that the Embrapa 48 cultivar was one of those 

studied with the lowest reduction of the photosynthetic rate under water deficit and 

that after the end of water deficiency, this cultivar maintained the highest values for 

photosynthetic rate. 

The analysis of the water status of the plants revealed that the BR 16 cultivar 

had greater water potential (Figure 5A) than the other genotypes in the control 

condition. However, under drought stressed, the genotypes Embrapa 48 and D2A 

reached greater potentials (Figure 5A) and leaf succulence (Figure 5D), most likely 

as a result of the lower water use when under control conditions and greater 

absorption of water stored in the substrate when under drought condition. 

Maintenance of high leaf water potential under water deficit is associated with the 

dehydration-avoidance mechanism (Blum, 1988; Ludlow & Muchow, 1990; Guan et 

al., 2010). 

For the Embrapa 48 genotype, at the end of the stress period, a reduction in 

osmotic potential was still observed (Figure 5B) compared to the other cultivars. This 

reduction was likely caused by the increase in the concentration of solutes. James et 

al. (2008) suggested that genotypes with lower osmotic potentials exhibit lower rates 
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of decline of relative water content, indicating the capacity to maintain turgor for 

longer. With the maintenance of turgor, root systems can grow relatively more than 

leaves, increasing the water supply. 

The dry matter of roots and aerial parts was greater for the BR 16 cultivar in 

the control situation. However, no difference was observed among the genotypes 

studied under drought. In conditions of water deficit, BR 16 plants had a smaller 

number of leaves than the other genotypes (Figure 4C). Thus, water conserved in the 

substrate of plants of the genotypes Embrapa 48 and D2A was likely later used in the 

production of new leaves and roots under water-deficit conditions, which contributed 

to the equality of the dry matter level between the genotypes. Another indication of 

this fact was the lower percentage reduction of growth in these two genotypes 

relative to BR 16 when the accumulation of dry matter (Figure 6E) under water deficit 

was compared with the control situation. 

The reduction in osmotic potential (Figure 5B) at the end of the stress period 

may have contributed to the maintenance of water absorption from the soil and the 

protection of the cell structures in the Embrapa 48 cultivar. Meanwhile, it is necessary 

to identify the chemical nature of the compounds responsible for the reduction of the 

osmotic potential and the possible roles of this reduction in tolerance to water deficit. 

Such mechanisms may have been fundamental for the delay in the appearance of 

wilt symptoms in this cultivar compared to the other genotypes (Figure 1). 

As discussed above, an unexpected fact was that in the D2A plants, the 

appearance of symptoms of wilting occurred at the same time as in the BR 16 

cultivar. This observation indicates that a lower rate of water loss under conditions of 

good water availability was not sufficient to delay the emergence of symptoms of 

wilting. Moreover, it is very likely that protection mechanisms of cell structures under 

drought also need to be triggered for a delay in the emergence of symptoms to occur, 

as suggested for the Embrapa 48 cultivar. 

In accordance with the preceding discussion, it can be suggested that D2A 

and Embrapa 48 plants exhibit physiological characteristics related to the mechanism 

of drought avoidance because they display lower transpiration rates under conditions 

of good water availability, which results in the conservation of water in the soil 

(Kholová et al., 2010 and Zaman-Allah et al., 2011). 

Certain genotypes are known to be capable of maintaining good transpiration 
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rates until the soil becomes quite dry, while in others, a decline in transpiration occurs 

when the soil is still relatively moist. This variation was confirmed for maize (Ray & 

Sinclair, 1997; Schmidt et al., 2011), soybean (Vadez & Sinclair, 2001; Hufstetler et 

al., 2007), and peanut (Bhatnagar-Mathur et al., 2007). 

According to Tuberosa (2012), such a mechanism could be considered 

advantageous in the case of a long period of drought because it allows the 

conservation of water in the soil for use in later stages. Conversely, this characteristic 

would not be advantageous in conditions of short dry periods because it would entail 

a reduction in light uptake and carbon fixation, causing losses in production or 

reduction of growth. 

 

5.6.2 Experiment in field conditions 
In field conditions, plants of the Embrapa 48 cultivar were capable of 

promoting greater adjustments in their growth under the different water regimes, and 

such adjustments in the growth components contributed to the greater yields 

achieved by this cultivar under conditions of drought and of good water availability 

(Figure 7 and 8).  

Lemos et al. (2011) studied the agronomic performance of 17 soybean 

cultivars in the 2002/03, 2003/04, and 2004/05 crop season and observed that the 

Embrapa 48 cultivar showed high productivity, being in the most productive group in 

two of the three season studied (2002/03 and 2003/04) and in the second group in 

the 2004/05 crop season, despite being in the last groups for the characteristic of the 

mass of 100 grains. Regarding the number of seeds per pod, Lemos et al. (2011) 

observed that the Embrapa 48 cultivar behaved in two ways: in the 2003/04 season, 

this cultivar was in the best group, and in the 2002/03 and 2004/05 seasons, it was 

in the last group. These data indicate that the 100-grain mass did not affect the 

productivity of the Embrapa 48 cultivar, as observed in the present study, in which 

this cultivar showed increased yield and a greater number of seeds despite 

displaying a lower 100-grain mass. 

Although the yields of the D2A plants were similar to those of the BR 16 

cultivar, the GM material surpassed its non-transformed parental material with 

respect to NP (NI and VS), NS (VS and RS), AHI (I and RS), and DM100S (I). 
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However, the NS of the D2A plants was less than that of the BR 16 plants in NI and 

DM100S in RS (Figure 8). Although the differences were not reflected in the yield in a 

statistically significant way, increases of 25.17% in the yield of the D2A line were 

observed compared to the BR 16 cultivar when stress was applied in the vegetative 

stage. 

In studies performed by Fuganti-Pagliarini et al. (2011), the productivity of the 

D2A line did not differ from that of the BR 16 or Embrapa 48 cultivars, which was 

attributed to the non-occurrence of severe deficits during the crop season 2010/1011 

of soybean studied. 

In this study, which corresponds to the 2011/2012 crop season, 

evapotranspiration exceeded rainfall during the various crop stages (Crusiol et al., 

2012), which characterized the occurrence of natural drought during this season, 

contributing to the differences observed compared to the studies of Fuganti-

Pagliarini et al. (2011). 

It was thus concluded that the differences in water-stress symptoms between 

BR 16 and Embrapa 48 under greenhouse conditions were explained by a delayed 

stress onset because the Embrapa 48 plants displayed characteristics related to 

water conservation in the soil (less transpiration) under conditions of good water 

availability. These differences could not be explained by differences in gs, but it is 

possible that small differences in growth could have contributed, at least in part, to 

the lower transpiration of the Embrapa 48 plants. In addition, in more advanced 

stages of water deficit, mechanisms related to drought tolerance (i.e., a reduction of 

osmotic potential) were observed for the Embrapa 48 plants, which are likely related 

to the emergence of stress symptoms and co-occurred with leaf water potentials of -

4.21 MPa.   

Differences between the D2A plants and their isoline, the drought-sensitive BR 

16 cultivar, were more variable. Although reduced transpiration occurred under 

conditions of good water availability in the control situation and there was 

improvement of the water status under water deficit relative to the BR 16 cultivar, the 

D2A leaf wilting was similar to the BR 16 cultivar. However, it is worth noting that, 

under drought stressed, the D2A line exhibited less electrolyte leakage and smaller 

reductions in growth than the BR 16 cultivar. 

In field conditions, the Embrapa 48 cultivar had greater productivity than the 
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other materials tested. The greatest differences between the BR 16 cultivar and the 

D2A line were in the total number of pods and the number of seeds, which were 

greater for the D2A line when stress was applied in the vegetative stage. Although 

not statistically significant, the productivity of the D2A line was 25.17% greater than 

that of the BR 16 cultivar. Further studies are necessary to determine the climatic and 

soil conditions in which the D2A line could surpass the drought-sensitive cultivar BR 

16. The next step could possibly be to expand the field tests to locations with 

different drought patterns (as Paraná and Rio Grande do Sul). 

 

5.7 CONCLUSION 
In conclusion, the Embrapa 48 cultivar and the D2A line showed 

characteristics related to drought avoidance (as the conservative use of water under 

conditions of adequate water supply) and BR16 early vigor as drought avoidance too. 

The Embrapa 48 cultivar also showed characteristics related to drought tolerance 

(lowering of osmotic potential) and showed had greater productivity than the other 

cultivars studied.  
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Supplementary Figure S1. The mean daily vapor pressure (kPa) deficit (VPD) 
recorded over the experimental period in the greenhouse. DAS means days after 

sowing and DAWS means days after water stress. 
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CAPÍTULO II 
 

6 Análise in sílico e in vitro de promotores induzidos em cultivar de soja 

tolerante à seca 

 

6.1 RESUMO 
O déficit hídrico, juntamente com a alta salinidade, compreendem os fatores 
ambientais que mais afetam o crescimento e a produtividade das plantas. Para o 
desenvolvimento de plantas de soja mais tolerantes à seca é essencial que 
pesquisas de regulação da expressão gênica sejam realizadas. Assim, o perfil de 
expressão gênica de cultivares de soja contrastantes para a tolerância ao déficit 
hídrico foi analisado através de microarranjos de cDNA. A partir desse perfil foram 
escolhidos transcritos que apresentaram FC>20 e cujos promotores continham cis 
elementos de resposta à seca, da cascata dependente de ABA como o ABRE, 
MYCR, MYBR e NACR para estudar os seus promotores, que foram dos genes LTI 
(Low Temperature Induced), Mat1, Mat9 (Maturation-associated protein 1 e 9), 
HSP26/42 (Heat shock protein 26/42) e o Glyma11g16120. Na ferramenta do Plant 
Pan o promotor LTI apresentou a ativação dos seguintes cis-elementos: ABRE (3x), 
ABF (1x), MYC (10x) e MYB (11x) e ainda uma maior ativação do gene GUS no 
ensaio de expressão transiente, realizado para quantificar a ativação dos promotores 
em relação ao promotor do gene RD29B. Os outros dois promotores que 
apresentaram alta ativação do gene GUS foram o Mat1 e Mat9. Estes transcritos 
também apresentaram os cis-elementos ABRE (5x), MYCR (5x) e sete MYB (7x) 
para Mat1 e ABREs (6), sete MYCR (7) e MYBR (8) para Mat 9. Os promotores do 
Glyma11g16120 e do gene HSP26/42 apresentaram baixa ativação do GUS no 
ensaio de expressão transiente sob condições de ABA e poucos cis-elementos 
ABRE (2x), MYCR (7) e MYBR (5) presentes em sua região promotora. Os 
resultados obtidos no Genevestigator, mostraram ainda expressão diferencial dos 
genes e Glyma estudados em condições de estresses abióticos e bióticos, estádio 
de desenvolvimento e partes anatômicas. Os promotores LTI, Mat1 e Mat9 foram 
considerados fortes candidatos para o uso em estratégias de engenharia genética 
para pesquisa básica e aplicada que visem a obtenção de plantas geneticamente 
modificadas mais tolerantes a estresses abióticos como o déficit hídrico. 

 

Palavras-chaves: cis-elemento, ABA, transiente assay, expressão gênica 
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6.2 INTRODUÇÃO 
As plantas, em seu ambiente natural, estão expostas a diversas condições 

adversas. O déficit hídrico é um dos fatores ambientais que mais afetam o 

crescimento e a produtividade das plantas (Yoshida et al., 2010). A ocorrência de 

períodos prolongados de estiagem, principalmente durante o verão, tem se tornado 

cada vez mais frequente. Logo, prejuízos financeiros são significativos em diversas 

regiões produtoras (Manavalan et al., 2009). Este evento desencadeia a 

necessidade do desenvolvimento de cultivares cada vez mais aclimatadas aos 

estresses abióticos.  

Estudos de transcriptoma sob diferentes condições de estresse abiótico já 

foram realizados em diversas espécies incluindo a soja sob desidratação e déficit 

hídrico (Le et al., 2012; Maruyama et al., 2012). A partir das pesquisas sobre a 

resposta das plantas ao déficit hídrico, o conhecimento obtido sobre como a 

maquinaria celular e molecular ativa e regula a expressão de genes (transcriptoma) 

responsivos é essencial para o desenvolvimento de plantas mais tolerantes a falta 

de água.  

Além da importância de prospectar genes envolvidos na resposta da planta ao 

estresse, a busca por promotores induzidos nestas condições adversas tem se 

tornado cada vez mais importante, como observado no estudo de caracterização 

realizado por Maruyama et al., (2012) em plantas de soja. Como um dos 

componentes principais da célula, os promotores são um dos responsáveis pela 

ativação e regulação da expressão gênica através da ligação de fatores de 

transcrição nos cis-elementos presentes nestas sequências, que sinalizam para 

diversos estresses.  

Dentre as cascatas de transdução de sinais envolvidos na resposta ao déficit 

hídrico, encontram-se genes induzidos e não induzidos por ABA (ácido abscísico) 

(Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Foram encontrados na região promotora 

dos genes responsivos ao ABA principalmente os cis-elementos ABRE (Choi et al., 

2000; Uno et al., 2000), sítios de reconhecimento MYC (Abe et al., 1997), MYB (Urao 

et al., 1993) e NAC (Tran et al., 2004) e na região promotora dos genes da rota 

independente de ABA encontra-se DRE (Liu et al., 1998). 
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Alguns dos genes da cascata de resposta ao déficit hídrico têm sido 

estudados por meio da sua inserção, via transformação genética, em plantas modelo 

e também plantas de interesse econômico. Nestes estudos têm se utilizado 

promotores constitutivos como o 35S (Sakuma et al., 2006; Ito et al., 2006; Valente 

et al., 2009) e estresse induzidos (Engels et al., 2013; Polizel et al., 2011; Sakuma et 

al., 2006). No entanto, a utilização de promotores constitutivos pode em alguns 

casos resultar em efeitos indesejáveis como a redução na produção de sementes, 

retardo de crescimento e desenvolvimento anormal em decorrência da constante 

síntese do transcrito e do gasto energético (Yi et al., 2010). Esses problemas podem 

ser minimizados com promotores estresses induzidos, ativados apenas no momento 

em que a planta está sob estresse, produzindo e acumulando o produto ou 

subproduto transgênico apenas em condições de estresse.  

O fator de transcrição AtDREB1A, presente na cascata ABA dependente de 

resposta à seca, foi introduzido sob o controle do promotor estresse induzido rd29A, 

e aumentou com sucesso a tolerância à seca em tabaco (Kasuga et al., 2004), trigo 

(Gao et al., 2009) e soja (Polizel et al., 2011). O promotor estresse induzido rd29A 

também foi utilizado por Engels et al., (2013) em uma construção gênica com 

AtDREB2A CA em soja e observaram a maior expressão do transgene em 

condições de déficit hídrico quando comparada às condições controle. 

Outros promotores estresse induzidos têm sido isolados e utilizados na 

obtenção de PGMs (Plantas Geneticamente Modificadas), como o caso do promotor 

contendo os cis-elementos ABRE, CAM box, e CRT isolado de Arabidopsis e 

regulado por cálcio (Whalley et al., 2011). Os promotores dos genes Rab21, Wsi18, 

LEA3, Uge1, Dip1 e R1G1B de arroz, escolhidos por serem induzidos sob seca, 

foram analisados por Yi et al. (2010) em todos os estádios de crescimento do arroz, 

antes e depois de serem expostos ao déficit hídrico, e todos apresentaram indução 

de diferentes genes nos diferentes tecidos. Saad et al. (2011) inseriram o promotor 

do gene AlSAP que codifica a proteína A20/AN1, zinc-finger associada ao estresse e 

induzida por estímulos hormonais e salinidade, frio, seca, calor, ABA e ácido 

salicílico, na gramínea Aeluropus littoralis. Os resultados indicaram que esse 

promotor, induzido por tratamentos de estresse osmótico, seca, salinidade, ABA e 

ácido salicílico, é específico para órgão e tecido e sua ação dependente da idade. 
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Esse e outros estudos têm indicado a importância da utilização de promotores 

estresse induzidos na agricultura (Lim et al., 2012).  

Assim, a biotecnologia vem utilizando construções gênicas com promotores 

estresses induzidos e com genes de interesse que respondam e aumentem a 

tolerância a estresses abióticos, o que demonstra a importância de estudos com 

promotores e o posterior isolamento para a obtenção de PGMs. Nesse sentido, o 

presente estudo teve como objetivo selecionar promotores responsivos ao déficit 

hídrico através da análise dos promotores induzidos sob déficit hídrico na cultivar de 

soja Embrapa 48 e pela análise in vitro da ativação do gene repórter GUS na 

presença de ABA.  

 

6.3. MATERIAL E MÉTODOS 

6.3.1. Cultivo do material vegetal e aplicação do tratamento experimental 
 Plantas da cultivar de soja considerada tolerante à seca, Embrapa 48 

(Capítulo 1), foram cultivadas em casa-de-vegetação sob condições de 12h de luz 

(28ºC) sob 50 ± 10 µmol fótons/m2/s e 12h de escuro (25ºC) por aproximadamente 

quatro semanas (estádio V4, Fehr et al., 1971). Essas plantas foram submetidas ao 

déficit hídrico por suspensão da irrigação por dois e seis dias. Foram escolhidos dois 

tratamentos para realização do experimento: a) déficit hídrico moderado (dois dias) e 

b) severo (seis dias) segundo o estudo de Engels et al. (2014b), no qual foram 

considerados os valores de condutância estomática de gs= 0,1 a 0,2 mol m-2 s-1 

como déficit hídrico moderado e gs <0,1 mol m-2 s-1 como déficit hídrico severo. Em 

ambos os tratamentos o tecido foliar de plantas sob déficit hídrico e de plantas em 

condições normais de crescimento (controle) foram coletadas e armazenadas a -

80°C para posteriores análises de expressão gênica. O delineamento experimental 

desse experimento foi inteiramente casualizado com 3 repetições.  

 Um segundo experimento foi desenvolvido com plantas da cultivar Embrapa 

48 (do Brasil), da Williams 82 (dos Estados Unidos da América) e da Nourin2 (do 

Japão). Estas plantas foram cultivadas em casa-de-vegetação, nas mesmas 

condições descritas acima, e submetidas à supressão da irrigação por dois, quatro e 

seis dias consecutivos. O RNA total extraído das folhas foi utilizado em análise de 
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RT-qPCR para avaliar a expressão relativa de determinados genes selecionados a 

partir dos resultados obtidos no Microarranjos de DNA. 

 

6.3.2. Extração de RNA total e microarranjos de DNA 
 O RNA total das amostras foi extraído com reagente RNAiso (TakaRa Bio Inc) 

segundo as recomendações do fabricante (http://www.takara-bio.com/). Após as 

análises de qualidade e reações de purificação com DNAse I (Invitrogen), a síntese 

de cDNA foi realizada segundo Qin et al. (2008).  

 Amostras de RNA total isoladas de folhas da cultivar Embrapa 48 submetidas 

ao déficit hídrico moderado e severo (dois e seis dias sem irrigação, 

respectivamente) foram utilizadas para o estudo de transcriptoma através da técnica 

de Microarranjo de cDNA. Nesta análise foi utilizada uma lâmina Oligo Microarranjo 

previamente desenhada por Maruyama et al. (2012) contendo 43.640 genes de soja 

codificadores de proteínas. A construção do Oligo Microarranjo foi realizada pela 

Agilent Technologies Inc. O RNA total foi usado como molde para a síntese da 

sonda utilizando o Low RNA Input Linear Amplification/Labeling Kit (Agilent 

Technologies Inc) e, após a hibridização das lâminas, a imagem foi capturada pelo 

Scanner G2505C (Programa de controle de scan, Versão A.8.5.1; Agilent 

Technologies Inc) e transformada em valores numéricos com o programa Feature 

Extractions (Versão 10.10.1.1; Agilent Technologies Inc). Os dados foram analisados 

pelo programa GeneSpring GX (versão 11.5.1; Tecnologia Agilent), considerando as 

replicatas técnicas e biológicas, o qual realiza a normalização usando o método 

Lowess (Locally Weighted Scatterplot Smoothing) (Quackenbush, 2002) e calcula as 

razões de expressão gênica corrigidas pelo método de Benjamini e Hochberg 

(Benjamini & Hochberg, 1995) (taxa de falsa descoberta, do inglês False Discovery 

Rate) a 1% de significância.  

 

6.3.3 Análise da expressão gênica 

 O conjunto de genes diferencialmente expressos, detectados respectivamente 

no déficit hídrico moderado e severo, foi comparado utilizando-se diagramas de 

Venn (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) para se verificar os grupos 
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de genes que apresentaram o mesmo padrão de expressão em ambos os 

tratamentos.  

 As sequências de aminoácidos dos respectivos transcritos foram obtidas do 

banco de dados Phytozome (http://www.phytozome.net/) e submetidas ao programa 

HMMER (Eddy, 1998) para comparar as sequências aos bancos de dados Pfam 

(Hunter et al., 2009) e InterPro (Quevillon et al., 2005). As funções moleculares 

foram identificadas a partir da anotação dos termos GO e organizadas em um heat 

map. A anotação funcional foi ainda complementada utilizando os bancos de dados 

KEGG (Ogata et al., 1999), PlantCyc (Zhang et al., 2010), Kappa-view (Sakurai et al. 

2011) e GRAMENE (Ware et al., 2002).  

 

 

 

6.3.4 Análise de RT-qPCR para validação da expressão gênica  
 A análise de expressão gênica foi realizada utilizando transcritos que 

apresentaram expressão (Fold-Change_FC) maior que 4 vezes (em relação à planta 

controle) na planta submetida a ambos os tratamentos ou em apenas um deles. As 

análises foram realizadas utilizando o gene GmrRNA18S (Acesso No.: X02623.1) 

como gene referência (Stolf-Moreira et al., 2011). Os iniciadores dos genes-alvo 

utilizados nas reações estão descritos na Tabela Suplementar 1.  

 As reações de amplificação foram conduzidas em triplicata técnica no 

termociclador 7300 Real Time System (Applied Biosystem) e foram compostas por 

2x mix Syber Takara®, 50x Rox Dye (Takara®), aproximadamente 100ng de DNA, 2 

µM de cada iniciador F (Forward) e R (Reverse) e para completar o volume final de 

10 µL da reação 3,4 µL de água ultrapura. As reações foram amplificadas nas 

seguintes condições de ciclagem: desnaturação de 95ºC por 10 s, seguidos de 40 

ciclos de 95ºC por 5 s e 60ºC por 35 s e um estágio de dissociação de 95ºC por 15 

s, seguidos de 60º por 1 min, 95ºC por 15 s e 60ºC por 15 s. A análise dos dados foi 

realizadas segundo Livak & Schmittgen (2001) utilizando como referência endógena 

os valores de Ct do gene GmrRNA18S e como calibrador (controle) os valores de 

∆Ct do controle de cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste 

Tukey a 5% de significância (SasmAgri). 
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 6.3.5 Seleção e análise de promotores induzidos  
 Os transcritos que apresentaram a expressão altamente induzida (FC >20) 

em ambas as condições experimentais e que apresentaram em suas sequências cis-

elementos identificados como envolvidos na resposta à seca foram selecionados 

para as análises in vitro. A partir dos dados de expressão e anotação foram 

escolhidos genes com funções de chaperona molecular (HSP26/42, 

Glyma14g11420), dehidrinas Mat1 e Ma9 (Glyma07g10030, Glyma09g31740, 

respectivamente), LTI (Low Temperature Induced) (Glyma20g29770) e 

Glyma11g16120 (cuja função é desconhecida no presente momento). Os transcritos 

selecionados foram ainda caracterizados quanto às perturbações (diferentes 

estresses abióticos e bióticos), regiões anatômicas e estádio de desenvolvimento 

utilizando o Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/), e os cis-elementos 

presentes na sequência dos promotores foram analisados pelo programa PlantPAN 

(Chang et al., 2008).  

 

6.3.6 Clonagem gênica e construção dos plasmídeos 
Para a construção dos plasmídeos promotor:gene repórter GUS, DNA 

genômico foi extraído de plantas de soja Embrapa 48 pelo método CTAB (Rogers & 

Bendich, 1988) com algumas modificações. O DNA foi utilizado em uma reação de 

amplificação com os iniciadores que amplificaram apenas as regiões promotoras dos 

genes e inseriram a esses produtos amplificados sítios específicos de enzimas de 

restrição no início e fim de cada região promotora. As sequências geradas nessa 

reação de amplificação, juntamente com o plasmídeo PBI221, foram digeridas com 

as enzimas de restrição HindIII e BamH1 para promover a síntese de extremidades 

coesivas nas sequências dos promotores dos genes de interesse e a retirada do 

promotor GUS no plasmídio PBI22I. Após a digestão, os fragmentos dos promotores 

de interesse gerados foram clonados (ligados) ao fragmento do plasmídeo pBI221 

em reações individuais. Para se verificar as sequências dos plasmídeos gerados, a 

região promotora dos genes juntamente com a região codante do gene GUS e o 

terminador Nos foram sequenciadas. Após a verificação das sequências, os 

plasmídeos foram utilizados em um ensaio de expressão transiente.  
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6.3.7 Ensaio de expressão transiente em protoplastos de mesofilo de 

Arabidopsis thaliana 
O ensaio de expressão transiente em protoplastos de A. thaliana foi realizado 

segundo Yoo et al. (2007) com pequenas modificações. Foi utilizado o plasmídeo 

pBI221_35S:Ω_Emerald LUC como controle interno de cada reação, normalizador 

da eficiência da transfecção, o plasmídeo pBI221_RD29Bpro:GUS como controle do 

experimento e o ácido abscísico (ABA) como agente estressor do déficit hídrico. Os 

ensaios de expressão transiente foram realizados em triplicatas e o resultado final 

gerado a partir da média dessas triplicatas.  

As etapas para a realização de expressão transiente em protoplastos de A. 

thaliana foram as seguintes a) Isolamento de protoplastos de folhas expandidas de 5 

a 6 semanas de idade de A. thaliana (Yoo et al., 2007). Neste procedimento, 30 

folhas expandidas e novas foram adicionadas em 25 mL de solução de enzimas 

contendo 1,5 % de celulase R10 e 0,4% de macerozime R10 e digeridas a 22 °C por 

três horas e meia. Após esse tempo a digestão foi interrompida e o tecido foliar não 

digerido removido; b) Co-transfecção de DNA mediada por PEG (polietilenoglicol) e 

cálcio. Nessa etapa, 5µg de plasmídeo contendo o plasmídeo efetor (com o 

promotor selecionado) e 1 µg do plasmídeo Emerald LUC, controle interno, foram 

transfectados para o interior dos protoplastos (100 µL de protoplastos a 2x104) com 

a solução de 110  µL de solução de 40% PEG  (40% de PEG 4000, 0,2 M de manitol 

e 100mM de CaCl2). Após incubação por 15 min em temperatura ambiente a mistura 

da transfecção foi diluída e ressuspendida com solução WI (4 mM MES; 0,5M de 

manitol e 20mM de KCl) contendo ABA (100mM) para a condições estressada e 

etanol para controle da reação; c) Cultura do Protoplasto.  Nesta etapa, os 

protoplastos permaneceram incubados no escuro por 16h a 22°C e, após a remoção 

do supernadante, os protoplastos foram mantidos no gelo; d) Experimento repórter, 

onde os protoplastos foram lisados com tampão de lise (2,5 mM de Tris, 1 mM de 

DDT, 2mM de DACTAA, 10% de Glycerol e 1% de TritionX100), e adicionados ao 

mix LUC (Promega) para medição da atividade do LUC ou adicionados no mix com 

substrato para GUS (1 mg de 4-MUG, tampão para substrato do GUS, 10mM de 

Tris-HCl, 2mM MgCl2) para medição da atividade do GUS.  
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6.4. RESULTADOS 

6.4.1. Identificação de genes responsivos à seca 

 Foram identificados 6.237 e 18.547 transcritos diferencialmente expressos 

(para up regulados FC >2 e down regulados FC <-2) em resposta ao déficit hídrico 

moderado e severo, respectivamente. No déficit hídrico moderado (dois dias) foram 

identificados 2.924 transcritos up regulados (FC >2) e 3.313 down regulados (FC <-

2). Já as plantas submetidas ao déficit hídrico severo (seis dias de déficit) 

apresentaram 8.866 transcritos up regulados (FC >2) e 9.681 down regulados (FC <-

2). Todos os genes identificados no déficit hídrico moderado e severo, assim como a 

respectiva anotação funcional. 

 Após comparar os conjuntos de transcritos diferencialmente expressos 

(Figura 1), pode ser observado que, comparado ao estresse moderado (6.237), um 

maior número de transcritos diferencialmente expressos foi identificado na condição 

de déficit hídrico severo (18.547). O mesmo perfil de expressão foi observado tanto 

para os transcritos up regulados (2.924 e 8.866), quanto para os down regulados 

(3.313 e 9.681), sob condições de déficit hídrico moderado e severo, 

respectivamente. Entre os transcritos up regulados, 1.963 foram identificados como 

diferencialmente expressos em ambas as condições de deficit hídrico, 751 apenas 

no déficit moderado e 6.717 no severo (Figura 1). Quanto aos transcritos down 

regulados, 2.557 foram reprimidos em ambos os períodos, 570 identificados 

unicamente no déficit hídrico moderado e 6.914 no severo (Figura 1). Duzentos e 

dez transcritos foram superexpressos no déficit moderado e reprimidos no severo e 

o oposto foi observado com outros 186 transcritos identificados como 

superexpressos no déficit hídrico severo e reprimidos no moderado (Figura 1). 
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Figura 1. Diagrama de Venn mostrando os conjuntos de genes diferencialmente 

expressos em plantas de soja submetidas ao déficit hídrico moderado (DM – 2 dias 
de desidratação) e déficit hídrico severo (DS – 6 dias de desidratação). Déficit 

Hídrico Moderado (total de transcritos diferencialmente expressos = 5.924) e Déficit 
Hídrico Severo (total de transcritos diferencialmente expressos = 18.149). 

 

 

Dentre os genes identificados nos tratamento de déficit hídrico, 3.717 foram 

classificados de acordo com as funções moleculares do Gene Ontology. Os 

transcritos que apresentaram maior expressão no déficit hídrico severo foram 

classificados na classe das dehidrinas e proteínas LEA, seguidos da classe de 

ubiquitinização e metabolismo de outros aminoácidos (Figura 2). Dados semelhantes 

foram obtidos para os transcritos diferencialmente expressos no déficit hídrico 

moderado, com exceção da classe de ubiquitinização, uma vez que neste tratamento 

a maior expressão ocorreu para a classe de metabolismo de lipídios (Figura 2).  O 

perfil de expressão para os transcritos identificados como reprimidos (down 

regulados) foi semelhante no déficit hídrico moderado e severo. Dentre esses 

transcritos estão os da classe da fotossíntese, biossíntese de outros metabólitos 

secundários e metabolismo e biodegradação de xenobióticos (Figura 2). 
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Figura 2. Heat Map apresenta as funções moleculares de 27 transcritos up 
regulados (vermelho) e down regulados (azul). Parte colorida apresenta a frequência 

(%) de genes responsivos à desidratação nas plantas avaliadas após dois (W2) e 
seis dias (W6) sob déficit hídrico. 

 

 

6.4.2 Análise de transcritos diferencialmente expressos sob condições de 

déficit hídrico moderado e severo via RT-qPCR.  
Para validar os resultados obtidos com os microarranjos de cDNA, o perfil de 

expressão de alguns transcritos diferencialmente expressos, que apresentaram 

FC>4 nas plantas submetidas a um ou ambos os tratamentos de déficit hídrico, foi 

analisado em amostras das cultivares Embrapa 48, Nourin2 e Williams 82 sob 

condições de déficit hídrico. O déficit hídrico imposto às plantas mostrou que todas 

as cultivares apresentaram murcha progressiva no decorrer dos dias sem irrigação, 

sendo este efeito mais pronunciado no sexto dia do tratamento experimental (Figura 

3A).  
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A análise da expressão gênica indicou que na cultivar Embrapa 48 os valores 

de expressão gênica foram maiores no déficit hídrico severo (seis dias de 

desidratação) para os genes que codificam as proteínas homeobox zíper de leucina, 

expansina-like B1-like e asparagina sintase quando comparado às cultivares 

Williams 82 e Nourin2 (Figura 3B). Para o gene codificador da proteína de 

maturação de semente PM34, a Embrapa 48 apresentou resultado superior ao da 

cultivar Nourin2. Para o gene da expansina-like B1-like, os maiores valores de 

expressão foram identificados no déficit hídrico moderado nas cultivares Embrapa 48 

e Nourin2. Contudo, para o gene Hsp26/Hsp42 a maior expressão (quatro dias de 

déficit hídrico) foi detectada na cultivar Williams 82 (Figura 3B).  

 

 

 

Figura 3. (A) Cultivares Embrapa 48, Nourin2 e Williams 82 submetidas ao déficit 
hídrico moderado (dois e quatro dias sem irrigação) e severo (seis dias sem 

irrigação). (B) Análise de expressão gênica realizada por qPCR usando a 
metodologia 2-CT. Os genes avaliados foram: Homeobox-leucine zípper protein 

(Glyma16g02390); Expansin-like B1-like (Glyma17g15710); Seed maturation protein 
PM34 (Glyma10g29630); Hsp26/Hsp42 (Glyma14g11420); Asparagine Synthetase 

(Glyma11g27720) e Glyma11g16120. Letras maiúsculas (comparação entre 
cultivares dentro de regime hídrico) e minúsculas (comparação entre regime hídrico 

A 

B 
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dentro de cultivares) iguais indicam que não houve diferença estatística (p<0,05; n=9 
± erro padrão da média).  O eixo X (ordenada) representa a expressão relativa 

normalizada. 
 

6.4.3 Construção de plasmídeo com promotor induzido por déficit hídrico: 

gene repórter GUS e ensaio de expressão transiente 
Os plasmídeos construídos com os promotores dos genes LTI 

(Glyma20g29770), Mat1 (Glyma07g10030), Mat9 (Glyma09g31740), HSP26/42 

(Glyma14g11420) e Glyma11g16120, com gene repórter GUS e o terminador NOS 

foram sequenciados e após a verificação da sequência, a indução do gene GUS foi 

detectada por meio do sistema LUC:GUS. Como controles positivos foram utilizados 

o plasmídeo contendo o gene Emerald Luc (controle da reação) e um plasmídeo 

contendo o promotor do gene Rd29B (controle da análise) (Figura 4). 

Dentre os plasmídeos testados, o promotor LTI foi aquele que apresentou 

maior ativação na presença de ABA, enquanto o Glyma11g16120 e o gene 

HSP26/42 não apresentaram expressão nessas condições (Figura 4), o que é bem 

válido porque conforme a Tabela 1 o promotor do gene não caracterizado 

apresentou apenas dois cis-elementos putativo ABRE (resposta ao ácido absícico), 

cinco putativos sítios de reconhecimento de MYB e sete sítios de reconhecimento 

MYCs putativo (segundo dados do Plant Pan). O promotor do gene HSP26/42 não 

foi analisado em função da ausência de sua sequência.  

O promotor da construção com maior ativação, o LTI (Figura 4), apresentou 

em sua sequência cis-elementos putativos relacionados à resposta à seca como três 

ABRE, um ABF e 11 MYB e 10 MYC (Tabela 1 e Figura 4). Além desse promotor, 

também ocorreu a ativação de mais dois promotores, o Mat9 e Mat1 (Tabela 1 e 

Figura 4). Para o promotor Mat9, seis ABREs, oito MYBs e sete MYC putativos 

foram observados (Tabela 1 e Figura 4A). De forma semelhante, o promotor do gene 

Mat1 apresentou cinco ABRE, sete MYB e cinco MYC como cis-elementos putativos 

de resposta à seca (Tabela 1 e Figura 4). 
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Tabela 1. Cis-elementos identificados em genes que foram altamente expressos em plantas de soja sob condições de déficit 
hídrico. Glyma09g31740 (Dehidrina Mat9); Glyma11g16120 (função desconhecida); Glyma07g10030 (Dehidrina Mat9); 
Glyma20g29770 (proteína LTI).  
 

Glyma09g31740 Glyma11g16120 Glyma07g10030 Glyma20g29770 

Cis-elemento 
Sít
io 

Sequên
cia 

Cis-elemento 
Sít
io 

Sequên
cia 

Cis-elemento 
Sít
io 

Sequên
cia 

Cis-elemento 
Sít
io 

Sequên
cia 

ABRE-like 81 CACGT ABRE-like 10 CACGT ABRE-like 81 CACGT ABFS 93 GCCAC
ABRE-like 87 CACGT ABRELATERD 37 CACGT ABRE-like 87 CACGT ABRE-like 85 GCCAC
ABRE-like 88 CACGT CGCGBOXAT 75 GCGC ABRE-like 92 CACGT ABRE-like 88 CACGT
ABRE-like 91 CACGT MYB1At 12 AAACC ABRELATERD 53 CACGT ABRE-like 89 GACGT

ABRELATERD 48 ACGTG MYB2CONSE 31 CCGTT ABRELATERD 71 CACGT LTRECOREAT 90 GTCGG 
ABRELATERD 53 CACGT MYB4 44 AACAA LTRECOREA 16 CCGAC MYB1AT 11 AAACC

MYB1At 32 TGGTT MYB4 90 GTTTG LTRECOREA 36 CCGAC MYB1AT 59 TAACC
MYB1At 86 AAACC MYBCORE 98 TAACC MYCCONSEN 70 CAGGT MYB2AT 52 TAACT
MYB1At 95 TGGTT MYCCONSEN 10 CACGT MYCCONSEN 80 CATTT MYB2CONSE 1 CAACT

MYB2CONSE 38 CCGTT MYCCONSEN 73 CAAGT MYCCONSEN 81 CACGT MYB2CONSE 56 CAACT
MYB4 28 ACCTA MYCCONSEN 74 CAATT MYCCONSEN 87 CACGT MYB4 11 AACAA
MYB4 58 GGTTG MYCCONSEN 76 CAAGT MYCCONSEN 92 CACGT MYB4 29 ACCTA

MYBCOREAT 36 CCGTT MYCCONSEN 76 CATAT    MYB4 79 GTTTG
MYBCORE 25 TAACA MYCCONSEN 77 CAAGT    MYBCORE 28 CTGTT

MYCCONSEN 59 CACTT MYCCONSEN 83 CATTT    MYBCORE 32 CGGTT
MYCCONSEN 63 CAAAT       MYBCORE 90 CGGTT
MYCCONSEN 71 CAGAT       MYCCONSEN 1 CAACT
MYCCONSEN 81 CACGT       MYCCONSEN 56 CAACT
MYCCONSEN 87 CACGT       MYCCONSEN 57 CACTT
MYCCONSEN 88 CACGT       MYCCONSEN 66 CATCT
MYCCONSEN 91 CACGT       MYCCONSEN 70 CACTT
         MYCCONSEN 75 CATTT
         MYCCONSEN 88 CACGT
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         MYCCONSEN 88 CAAAT
         MYCCONSEN 91 CACAT
         MYCCONSEN 94 CACGT
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Figura 4. (A). Cis-elementos responsivos ao ABA detectados pelos programas Plant 
Care e Plan Pan. (B). Atividade Relativa dos plasmídeos analisados (expressão do 

plasmídio efetor induzido por ABA e comparado com a expressão do mesmo 
plasmídeo em etanol) por ensaio transiente realizado em protoplastos de 

Arabidopsis thaliana. O experimento foi realizado em triplicata, SD = 3. Os 
protoplastos foram co-transfectados com o plasmídeo Emerald Luc, utilizado como 

normalizador da eficiência da transfecção, e com as construções efetoras. O 
plasmídeo com o promotor RD29B foi utilizado como controle do experimento. 

HSP26/42, Heat Schock Protein 26/42; Mat9, Maturation associated protein 9; Mat1, 
Maturation associated protein 1, LTI Low Temperature Induced; GUS, β-

glucoronidase; Nos-T, Nopaline synthase terminator. 
 

 

6.4.4 Análise pelo Genevestigator 
A atividade transcricional desses promotores foi avaliada in sílico com auxílio 

do ][Genevestigator para testar outras condições de estresses bióticos e abióticos, 

outros estádios de desenvolvimento e em diversas partes anatômicas. De uma forma 

geral, os genes que apresentaram alta expressão (up regulados) ou foram 

reprimidos tiveram o mesmo perfil, apresentando pequenas diferenças, como 

intensidade de expressão nos estresses bióticos e abióticos e expressões 

diferenciais nas demais características descritas detalhadamente para cada gene 

(Figura 5).  

O promotor que apresentou pequena indução ao ABA (Glyma11g16120), 

segundo o genevestigator, mostrou baixa expressão em condições de estresses 

abióticos como por exemplo os ambientes com excesso de alumínio e magnésio, 

além de meio alcalino (12h). Além destes estresses, este gene também apresentou 
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baixa expressão no crescimento de brotos (Figura 5A). Por outro lado, também foi 

detectada alta expressão desse gene em estresses abióticos mas sob diferentes 

agentes estressores tais como alumínio e meio alcalino (0,5 h) (Figura 5A). Com 

relação aos diferentes órgãos, a expressão do Glyma11g16120 foi maior em raízes, 

pêlos radiculares e hipocótilo, assim como no desenvolvimento do grão (Figura 5C e 

5B). 

O promotor do gene HSP26/42 apresentou baixa indução no ensaio de 

expressão transiente e alta expressão de genes similares ao Glyma11g16120, além 

de apresentar baixa indução em amostras sob estresse por temperatura (Figura 5A). 

Quanto às partes anatômicas, uma alta expressão foi identificada principalmente em 

folhas unifoliolares, mas também detectadas em sementes, pêlos radiculares, 

hipocótilo, cotilédone, raízes e ápice radicular (Figura 5C). O promotor HSP26/42 

apresentou ainda expressão diferencial principalmente no desenvolvimento de 

grãos, mas também na germinação (Figura 5B). 

O plasmídeo que apresentou maior ativação entre todos aqueles testados 

continha o promotor do gene LTI (Glyma20g29770), o qual apresentou 

superexpressão do gene em tecido de pêlos radiculares e menor expressão em meio 

alcalino, mudança da temperatura de 22ºC para a temperatura ótima de 

crescimento, hipocótilo, no ápice de raízes em contato com solventes (Figura 5A). 

Considerando-se o estádio de desenvolvimento, a expressão do promotor foi 

predominante no crescimento do broto (Figura 5C). Com relação às partes 

anatômicas, a maior expressão ocorreu na região da testa em semente, seguindo 

uma escala decrescente em sementes, pêlos radiculares, cotilédones, folha 

unifoliolar e na lâmina das folhas. Para o estádio de desenvolvimento, foi observado 

maior expressão no desenvolvimento dos grãos (Figura 5C). 

Além do LTI, um dos plasmídeos que também apresentou alta ativação do 

GUS foi o que continha o promotor do gene Mat9 (Glyma09g31740), cuja 

superexpressão foi detectada em folhas trifolioladas, pêlos radiculares, raízes, 

ápices de raízes tratadas com solvente, meio alcalino, crescimento do broto e 

mudanças de temperatura. Por sua vez, as condições em que foram observadas 

baixa expressão foram o crescimento do broto e no ciclo circadiano (Figura 5A). No 

estádio de desenvolvimento esse gene apresentou expressão em 76 amostras 

responsáveis pelo desenvolvimento do grão (frequência de expressão próxima de 
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100%). Já nas partes anatômicas foi encontrada essa mesma frequência em 64 e 6 

amostras de sementes e cotilédones respectivamente, e ainda apresentou alta 

porcentagem de expressão em pêlos radiculares e testa. 

O plasmídeo do gene que transcreve e traduz a proteína Mat1 

(Glyma07g10030), mostrou ativação em condições de concentração de ABA no 

ensaio de expressão transiente (Figura 4B). A superexpressão foi identificada ainda 

em amostras submetidas a meio alcalino e genes do ciclo circadiano; e menor 

expressão em genes de resposta ao crescimento do broto, ciclo circadiano e estudo 

de suficiência de ferro (Figura 5A). Em relação às partes anatômicas, as folhas 

unifoliolares apresentaram a maior porcentagem de potencial de expressão, 

seguidos de pêlos radiculares, semente e cotilédone e lâmina foliar. A maior 

porcentagem de potencial de expressão nos estádios de desenvolvimento foi no 

desenvolvimento do grão (Figura 5C). 
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Figura 5. Análise de promotores. Os Glyma09g31740 (Mat9); Glyma11g16120; Glyma14g11420 (HSP26/42); Glyma20g29770 
(LTI) e Glyma07g10030 (Mat1) foram submetidos ao Genevestigator para predizer, in silico, a expressão diferencial destes genes 
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em diferentes condições adversas. (A) comparação sob estresses abióticos e bióticos; (B) quanto ao estádio de desenvolvimento; 
(C) em diferentes partes anatômicas.
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Figura 5. Análise de promotores. Os Glyma09g31740 (Mat9); Glyma11g16120; 
Glyma14g11420 (HSP26/42); Glyma20g29770 (LTI) e Glyma07g10030 (Mat1) foram 
submetidos ao Genevestigator para predizer, in silico, a expressão diferencial destes 
genes em diferentes condições adversas. (A) comparação sob estresses abióticos e 

bióticos; (B) quanto ao estádio de desenvolvimento; (C) em diferentes partes 
anatômicas. 
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6.5 DISCUSSÃO 
Os perfis de transcrição demonstraram que a classe das proteínas LEA e 

dehidrinas foram as mais expressas no déficit hídrico moderado e principalmente no 

severo (Figura 2). Os dados obtidos para estas classes foram similares aos descritos 

por Maruyama et al. (2012), os quais também identificaram uma maior repressão de 

genes relacionados à fotossíntese. Os resultados obtidos por estes autores para a 

cultivar de soja Nourin2, arroz e Arabidopsis sob déficit hídrico, referem-se às 

mesmas classes de genes identificadas no presente estudo, apresentando os 

mesmos perfis de regulação up e down regulados (Figura 2).  

As proteínas LEA, assim como as dehidrinas, possuem papéis como 

estabilizador de membranas e proteína, antioxidantes ou ainda como protetores que 

previnem o colapso celular em baixas quantidades de água (Tunnacliffe & Wise, 

2007) e, portanto, têm sido associadas à tolerância celular à desidratação 

(Hundertmark & Hincha, 2008). De uma forma geral, os diferentes perfis espaciais 

das proteínas LEA refletem as muitas famílias desses genes LEA no genoma e, 

particularmente, o grupo das dehidrinas, o qual possui função de proteção celular e 

prevenção de perda da água intracelular durante a desidratação (Hanin et al., 2011). 

No grupo IV das proteínas LEA encontra-se a LEA18, que tem papel funcional no 

transporte de vesículas celulares (Hundertmark et al., 2011). Além dessas funções, 

algumas proteínas LEA são IDPs (Intrinsically Disordered Proteins), como a ERD14, 

que se liga a vesículas de fosfolipídios e age contra agregação térmica da citrato 

sintase (EC 2.3.3.1), firefly luciferase (EC 1.13.12.7), na inativação da álcool 

desidrogenase (EC 1.1.1.1) e da lisozima (EC 3.2.1.17) (Kovacs et al., 2008).  

O menor metabolismo da fotossíntese é um dos principais afetados pelo 

déficit hídrico. Isso ocorre porque durante esta condição adversa a diminuição do 

CO2 interno, resultante do fechamento estomático, faz com que as enzimas da 

fotossíntese e da síntese de ATP sejam inibidas (Arasimowicz & Floryszak-

Wieczorec 2007; Zlatev & Lidon, 2012). Assim, comumente os genes que 

transcrevem essas enzimas passam a ter menor transcrição, já que a maquinaria da 

célula gasta sua energia na produção de moléculas de proteção ao déficit hídrico. 

Outras classes que demonstraram uma alta taxa de expressão gênica foram 

ubiquitinização, metabolismo de outros aminoácidos, genes de epigenética e de 
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metabolismo de lipídios (Figura 2). A alta expressão de genes relacionados ao 

processo de ubiquitinização, em eucariotos, resulta de processos de resposta à 

adaptação a vários estresses ambientais e também em resposta ao estímulo de 

desenvolvimento desses organismos, uma vez que a rota de ubiquitinização atua na 

degradação de proteínas alvo e na modificação pós-transcricional (Liu et al., 2011). 

O aumento dos genes de metabolismo de aminoácidos também está 

relacionado à tolerância a estresses abióticos (Figura 2). O conteúdo destes 

metabólitos aumentam em condições de déficit hídrico em decorrência da expressão 

de vários genes responsáveis principalmente pelo acúmulo de aminoácidos (prolina 

e asparagina), maiores responsáveis pela proteção das plantas, além da 

acumulação de aminas (poliaminas e glicina betaína) e açúcares (trealose, sorbitol e 

manitol) (Planchet et al., 2011). 

No presente estudo também foram identificados aumentos de níveis de 

expressão dos genes envolvidos na epigenética. Conforme Gutzart & Scheid (2012), 

esses genes são também essenciais na resposta vegetal ao déficit hídrico e aos 

demais estresses bióticos e abióticos. Existem evidências crescentes na literatura 

científica de que o silenciamento gênico transcricional e pós transcricional são 

devidos, em parte, pela ação de RNAs não codificantes e siRNAs (small interference 

RNA) e proteínas geradas ou ligadas a eles (Gutzart & Scheid, 2012). Em 

Craterostigma plantagineum, Hilbricht et al. (2008) relataram um siRNA que regulou 

uma resposta adaptativa dessa planta de ressureição em condições de 

desidratação. Além disso, a regulação epigenética pode ser observada em resposta 

aos estresses abióticos pela modificação das histonas ou metilação de DNA que 

remodelam a cromatina (Berger, 2007; Chinnusamy & Zhu, 2009; Hirayama & 

Shinozaki, 2010). Segundo Lish (2009), sob estresses abióticos a mudança da 

metilação de DNA e a re-localização de elementos de DNA móveis, provoca 

alterações na organização do cromossomo e na expressão gênica, alterando os 

perfis de expressão gênica.  

Os resultados de expressão gênica para validação dos dados de microarranjo 

mostram que o gene codificador da proteína Homeobox-leucine zípper protein 

(Figura 3) foi superexpresso em ambos os déficits, porém com maior expressão ao 

sexto dia após a suspensão da irrigação. De acordo com a anotação GO (Gene 

Ontology), este gene possui atividade de fator de transcrição e resposta à privação 
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de água, e, segundo a descrição no Phytozome (http://www.phytozome.net) e NCBI 

(ATHB7-like National Center for Biotechnology Information) possui função 

Homeobox-leucine zípper protein. Segundo Zahur et al. (2013), proteínas 

homeodomínios zíper de leucina têm sido identificadas em diversas espécies como a 

soja e estes fatores de transcrição HD Zip (Homeodomain associated leucine zíper 

proteins) seriam expressos em condições adversas de iluminação e seca. Em 

Arabidopsis, proteínas HD Zip foram induzidas e, assim como na soja, auxiliam na 

resposta vegetal à seca, provavelmente através da ativação de genes de respostas 

a desidratação via rotas de sinalização ABA-dependente ou independente (Zahur et 

al., 2013). Manavella et al (2006) inseriram o fator de transcrição Hahb-4 de 

Helianthus annuus (girassol), membro da subfamília HD Zip 1, em A. thaliana e 

observaram que as plantas transgênicas superexpressaram esse fator de transcrição 

aumentando sua tolerância ao déficit hídrico. Em girassol esse fator de transcrição é 

regulado pela disponibilidade de água e ABA. 

O Glyma17g15710 também foi superexpresso em todos os tratamentos 

(Figura 3). Caracterizado com termos GOs de sistema de endomembrana, parede 

celular e afrouxamento de parede celular, é, segundo o NCBI, uma expansina 

(Expansin-like B1-like) e pelo Phyotozome um gene pólen alergênico. As expansinas 

são proteínas envolvidas na modificação da parede celular, responsáveis pelo 

afrouxamento da parede celular no momento do alongamento celular. São 

codificadas por uma grande família gênica que consiste de α-expansin, β-expansin, 

expansin-like A e expansin-like B. Sob baixa pressão de turgor, como ocorre no 

déficit hídrico, a expressão desse gene promoveria o relaxamento da parede celular 

mantendo o crescimento e espessura celular  (Skirycz & Inzé, 2010). A expansina 

também está envolvida no crescimento celular em plantas de trigo submetidas ao 

déficit hídrico (Zhao et al., 2012) e em tabaco como demonstrado pelo estudo de Li 

et al., (2011) que superexpressou o gene de expansina TaEXPB23 e observou maior 

tolerância a seca.  

Outro gene expresso em ambos os tratamentos, o Glyma10g29630 (Figura 3) 

está relacionado a processos metabólicos, ligante e com atividade oxiredutase. Esse 

gene transcreve uma proteína de maturação de semente chamada PM34 e foi 

diferencialmente regulado apresentando aumento da expressão no decorrer do 

crescimento das sementes em vagens de soja (Thibaud-Nissen et al., 2003; Asakura 
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et al., 2012).  

No presente estudo, o Glyma14g11420 foi superexpresso apenas no estresse 

moderado (Figura 3) e possui termos GOs de citoplasma e resposta ao estresse. É 

uma proteína de choque térmico de baixo peso molecular (17.9 kDa class II heat 

shock protein-like_NCBI, Hsp26/Hsp42_Phytozome). Em Arabidopsis, a 

superexpressão desse gene pode contribuir para o acúmulo de fatores de defesa ao 

déficit hídrico como açúcares solúveis, prolina livre (Xue et al., 2009) e proteínas de 

defesa (Xue et al., 2010). De uma forma geral, a expressão de genes HSPs é um 

mecanismo que aumenta a tolerância a estresses porque melhoram o uso eficiente 

da água e de nutrientes além de aumentar a estabilidade de membranas e 

hidratação celular (Lipiec et al., 2013).  

Outro gene superexpresso em ambas as condições de déficit hídrico no 

presente estudo, o Glyma11g27720 (Figura 3), é transcrito e traduzido em uma 

asparagina sintase [EC 6.3.5.4] e possui termos GOs associados ao processo de 

biossíntese de asparagina e do processo metabólico da glutamina. Sabe-se que a 

asparagina sintase é essencial ao metabolismo primário do nitrogênio por ser uma 

enzima chave na produção deste aminoácido (Hwang et al., 2011). Além de ser a 

principal forma de transporte e estoque de nitrogênio, a asparagina é um aminoácido 

que atua como osmólito acumulando-se durante estresses osmóticos como seca e 

salinidade (Legay et al., 2011). 

Uma vez validados, os genes escolhidos foram submetidos a uma busca por 

putativos cis-elementos envolvidos na resposta à seca, em suas sequências 

promotoras. Os elementos identificados foram ABRE, MYC e MYB, presentes na 

rota dependente de ABA (Tabela 1) e induzidos por ele. Este hormônio, essencial na 

reposta ao déficit hídrico, é produzido quando a planta percebe a falta de água no 

solo por meio da diminuição do potencial hídrico. Assim, os tecidos vasculares da 

folha sintetizam o ABA e o transportam por meio de transportadores ou por 

gradientes de pH (Seo & Koshiba, 2011) para as células-guarda onde desencadeiam 

o fechamento dos estômatos (Osakabe et al., 2013), uma das principais e mais 

características respostas das plantas à seca. Esse aumento de ABA também induz a 

expressão de diversos genes que possuem na sua região promotora cis-elementos 

de resposta ao ABA (ABRE) (Osakabe et al., 2013) que desencadeiam mecanismos 

de respostas iniciais às condições de privação de água. Segundo Yamaguchi-
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Shinozaki & Shinozaki (2006), para que haja a expressão de genes de resposta ao 

déficit hídrico presentes na rota do hormônio ABA é necessário mais de um cis-

elemento ABRE (ABA-responsive element), o que não foi observado no promotor do 

Glyma11g16120, ou ainda que tenham elementos de acoplamento (CE coupling 

element) nas regiões promotoras (Tabela 1), o que também não foi encontrado 

nesse promotor e portanto, poderia ser a\ causa da baixa indução desse gene 

detectada no ensaio de expressão transiente (Figura 4).  

Os genes que apresentaram maior indução ao ABA no ensaio de expressão 

transiente (Figura 4) apresentaram mais de dois putativos cis-elementos ABREs 

(Tabela 1), o que provavelmente poderia ser a causa do alto nível de indução 

(Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2006). Outros cis-elementos dependentes de 

ABA como MYBs e MYCs também foram identificados na sequência deste promotor 

(Tabela 1). Estes cis-elementos foram identificados no promotor do gene RD22 por 

Abe et al. (2003) e, além deles, existem outros cis-elementos nas regiões 

promotoras dos genes de resposta à seca que estão na cascata ABA dependente 

como o NACR, encontrado pela primeira vez no gene RD26 (Fujita et al., 2004), 

regulador de genes de desintoxicação de espécies reativas de oxigênio (Reactive 

Oxygen Specie), cis-elementos de ligação ao NFYA (Nuclear Factor Y) (Mantovani, 

1999), entre outros. 

Na região promotora do gene LTI, o qual apresentou maior indução na 

presença de ABA, (Figura 4), foram identificados os putativos cis-elementos ABREs, 

MYBs e MYCs (Tabela 1), sítios de fatores de transcrição que possuem importantes 

papéis na resposta tardia ao estresse, como observado pela transcrição de genes da 

cascata desses FTs depois do acúmulo de ABA endógeno (Yamaguchi-Shinozaki & 

Shinozaki, 2006). Os outros promotores que apresentaram indução pelo ensaio de 

expressão transiente também apresentaram cis-elementos putativos ABRE e sítios 

de reconhecimento MYB e MYC (Tabela 1), o que provavelmente pode ser a causa 

da menor indução dos mesmos quando comparado ao promotor de LTI (Figura 4). 

Assim, os resultados das análises realizadas no Genevestigator (Figura 5) 

demonstraram que os promotores apresentaram expressão em condições de 

estresses abióticos e bióticos, além de serem encontrados nos grãos e ter expressão 

em diferentes estádios de desenvolvimento. Isso ocorre porque os promotores são 

regiões regulatórias de cada gene e possuem diversos cis-elementos que são um 
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dos responsáveis por essa expressão diferencial, o que faz com que rotas 

transcricionais regulatórias possam se cruzar (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 

2006). 

Esses resultados sugerem que os promotores dos gene LTI (Glyma20g29770), 

Mat1 (Glyma07g10030) e Mat9 (Glyma09g31740) podem ser utilizados como 

promotores na obtenção de plantas transgênicas cuja transformação tenha por objetivo 

a expressão de genes relacionados à condições específicas de desidratação (indução 

por ABA) e para os outros estresses, tecidos e estádios de desenvolvimento 

específicos, ou seja, poderão ser utilizados na obtenção de PGMs.  

6.6 CONCLUSÕES 
Os promotores dos genes LTI, Mat1 e Mat9 são responsivos ao déficit hídrico e 

podem ser utilizados como estresse induzidos em condições de déficit hídrico, em 

estudos que visem à obtenção de construções gênicas contendo genes de interesse 

cuja expressão ative respostas às condições de desidratação, solventes de alumínio e 

estresse por altas temperaturas. Contudo, análises in vivo devem ser realizadas nessas 

condições específicas para corroborar os resultados. 
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Tabela Suplementar 1. Sequência de iniciadores (Forward e Reverse) dos genes-
alvo e gene referência utilizados nas reações de RT-qPCR. 
 

Gene Database Iniciador F Iniciador R 
Homeobox-

leucine zípper 
protein 

Glyma16g02390  5’ ACCAAACTCACCTATACCCTC 3’ 5’ 
CTCCACAAAATTTTGGTTATTC

3’ 

Expansin-like 
B1-like (Pollen 

allegern) 

Glyma17g15710  5’ TCACTACTAATCACTTGCTGC 3’ 5’ GAGACACACAACAGTACA
3’ 

Seed 
maturation 

protein PM34 

Glyma10g29630 
  

5´ TCCAACTACATTTCTTCCACC 3´ 5´ AAAGACACGTTTTCTTAGG

17.9 kDa class 
II heat shock 
protein-like 

(Hsp26/Hsp42) 

Glyma14g11420  5´ CAGCAAAACAAACAAACCAG 3´ 5´ 
AACCATTGCTTTGAGAACAG

3´ 

Asparagine 
Synthetase 
(glutamine-
hydrolysing) 
[EC:6.3.5.4] 

Glyma11g27720  5’ACTCTTTCAACTTGGAACCC 3’ 5’ AGACAAGATGTGGATGGA
3’ 

Uncharacterized Glyma11g16120  5’ TAGTTGTCAACACCACCCAT 3’ 5’ TTGTGCAAATAATCACTAGG
3’ 

rRNA18S  5’GGTTGACAGACTGAGAGCTCTTTC 
3’ 

5’CAAATCGCTCCAACTAAGA
3’ 
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Capítulo III 

 

 

 7 Identificação de marcadores moleculares de expressão em plantas de soja 

submetidas ao déficit hídrico e à alta temperatura  
 

7.1 RESUMO 
A soja é um dos principais produtos brasileiros de exportação e seu complexo é 
responsável pelo equilíbrio na balança comercial nacional. Porém, fatores abióticos 
como déficit hídrico e altas temperaturas, podem comprometer o crescimento e 
desenvolvimento da cultura, limitando a produtividade final.  Muitos esforços de 
pesquisa científica têm se concentrado no desenvolvimento de estratégias para a 
obtenção de plantas mais tolerantes a tais estresses. Neste contexto, a identificação 
de marcadores moleculares de expressão, robustos e cujo produto seja facilmente 
mensurado, torna-se uma ferramenta vantajosa no âmbito do melhoramento vegetal. 
No presente trabalho, visando identificar marcadores de expressão para déficit 
hídrico e altas temperaturas na cultivar tolerante Embrapa 48, a expressão de genes 
codificadores para dehidrinas, proteínas de choque térmico (HSPs), proteína LEA18, 
transaldolase (EC 2.2.1.2) e proteína ligante ao cálcio (calmodulina) foi quantificada 
por qPCR em folhas, caules e raízes de soja, submetidas a estresses isolados e 
combinados de déficit hídrico e alta temperatura. Os resultados indicaram um maior 
número de marcadores de expressão em folhas da cultivar tolerante Embrapa 48 no 
tratamento de déficit hídrico e estresse por alta temperatura combinados. Os genes 
marcadores de expressão no déficit hídrico em folha foram HSP18.2 
(Glyma14g06900, XP_003519372), HSP70 (Glyma17g08020 e CaM 
(Glyma13g09550), em caules Mat9 (Glyma09g31740, NP_001238185) e em raízes 
LEA18 (Glyma17g17860). No estresse por alta temperatura, os possíveis 
marcadores de expressão em folhas foram HSP70 e transaldolase-like, em caules 
transaldolase e em raízes LEA18. Os marcadores de expressão Mat9 e HSP70 
foram identificados nos tratamentos combinados em folhas, transaldolase-like em 
caules e LEA18 em raízes. Esses resultados indicam que os referentes genes são 
úteis na identificação de tolerância em cultivares de soja. 
 

Palavras-chaves: genes-alvo, seca, calor, desidratação, resposta ao estresse. 
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7.2 INTRODUÇÃO 
As adversidades ambientais às quais a cultura da soja está sujeita têm sido 

um desafio para a expansão das fronteiras agrícolas das regiões com alto potencial 

de produtividade. Dentre estes fatores adversos, a seca, que pode variar em 

duração, tempo e intensidade (Passioura, 2012), é um dos principais elementos 

abióticos que afetam o crescimento e desenvolvimento da soja (Manavalan et al., 

2009), sendo responsável por grandes perdas de produtividade.  

De acordo com Manavalan et al. (2009), quando cultivares que apresentam 

algum nível de tolerância à seca são analisadas, características importantes como 

morfologia e plasticidade de raízes, condutância estomática, condutância da 

epiderme, densidade da pubescência foliar, eficiência do uso de água e ajuste 

osmótico da parte aérea deveriam ser consideradas. Ainda, a captura de água 

disponível no solo e seu melhor uso efetivo são características essenciais para 

sobrevivência a déficits hídricos prolongados e consequente redução da perda de 

produtividade (Passioura, 2012). 

Na busca por características de tolerância à seca a realização de estudos 

agronômicos (Rolla et al., 2013), fisiológicos (Capítulo 1) e moleculares (Polizel et 

al., 2011) acrescentam diferentes perspectivas e informações sobre o 

comportamento das plantas em tal condição. Passioura (2012) afirma que uma das 

aplicações da informação fenotípica no desenvolvimento de cultivares mais 

tolerantes à seca é o desenvolvimento de ferramentas de seleção, preferencialmente 

marcadores moleculares robustos, que sejam facilmente quantificados nas 

características morfológicas, de desenvolvimento e fisiológicos. A descoberta de 

marcadores de expressão foi favorecida com o desenvolvimento das técnicas de 

Microarranjos de DNA, que possibilita a identificação de centenas de genes, de 

diferentes cultivares, expressos em condições de déficit hídrico, e dessa maneira 

possibilita a identificação de marcadores de expressão gênica (Badicean et al., 

2011). 

Estudos com marcadores de expressão e moleculares em condições de 

déficit hídrico e estresse por alta temperatura vêm sendo realizados em diversas 

culturas. Em milho (Badicean et al., 2011), grão de bico (Varshney et al., 2009) e 

soja (Neves-Borges et al., 2012) as respostas ao déficit hídrico foram analisadas e 
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em trigo (Al-Doss et al., 2011) e arroz (Ye et al., 2012) as respostas de estresse por 

alta temperatura. Neves-Borges et al. (2012) utilizaram duas cultivares contrastantes 

ao déficit hídrico, a cultivar sensível BR 16 (Oya et al., 2004) e a cultivar Embrapa 

48, considerada tolerante (Capítulo 1), e identificaram os genes GmERD1-like (Early 

Responsive to Dehydration 1), GmRD20A-like e GmRD22-like (Responsive 

Desiccation) como possíveis marcadores de expressão de déficit hídrico em soja.  

Os genes diferencialmente expressos em condições de déficit hídrico podem 

ser classificados em genes funcionais e regulatórios. Entre os genes funcionais 

destacam-se aqueles codificadores para as proteínas LEA (Late Embryogenesis 

Abundant), as quais são classificadas em quatro grupos de acordo com a sequência 

de aminoácidos (Singh et al., 2009). No grupo IV são encontradas proteínas LEA18, 

com papel funcional no transporte de vesículas celulares (Hundertmark et al., 2011). 

No grupo II encontram-se as dehidrinas, (Ruibal et al., 2012), proteínas que 

possuem papel fundamental na aclimatação das plantas aos estresses abióticos, 

pois são importantes na proteção celular durante a desidratação e prevenção de 

perda da água intracelular (Hanin et al., 2011). Devido a estas funções, Park et al. 

(2006) estudaram em cevada dehidrinas como marcadores moleculares para 

seleção de genótipos tolerantes à seca e identificaram correlação positiva entre 

dehidrinas e índices de rendimento e duas dehidrinas Dhn3 e Dhn4 como possíveis 

marcadores em estágios iniciais de plântulas. 

Outra importante classe de genes funcionais candidatos a marcadores 

moleculares de expressão encontrados na resposta ao déficit hídrico são as 

proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins - HSP), chaperonas moleculares 

que exercem diferentes papéis nos processos celulares, tais como proteção de 

células, translocação, acúmulo e degradação de proteínas (Park et al., 2012). As 

múltiplas funções desempenhadas por estas proteínas as tornam alvos interessante 

de estudo, uma vez que, além de participarem das respostas a estresses abióticos, 

como a seca ou altas temperaturas (Swindell et al., 2007), essas chaperonas atuam 

também nas respostas das plantas aos estresses bióticos (Wang et al. 2011).  

Genes regulatórios como o gene codificador para a calmodulina 

(Glyma13g09550) e a dehidrina ERD14 (Glyma04g01130) também podem ser 

considerados candidatos, pois sua expressão foi detectada em soja em resposta ao 

déficit hídrico (Rodrigues et al., 2012). Genes codificadores de calmodulinas e 
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dehidrinas também têm sido identificados nas respostas das plantas ao estresse 

osmótico, como consequência da exposição das plantas à seca, alta salinidade e 

baixas temperaturas (Apse & Blumwald 2002; Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 

2006). 

As plantas estão sujeitas, naturalmente, à ação de múltiplos estresses. Sob 

condições de déficit hídrico, as plantas também podem sofrer com o aumento da 

temperatura ocasionada pelo fechamento dos estômatos, fato que ocorre para se 

manter o status hídrico da célula (Tardieu, 2013). Apesar dos múltiplos estresses 

serem mais danosos para os diferentes órgãos, a maioria dos estudos leva em 

consideração os estresses quando aplicados individualmente, assim pouco se sabe 

sobre a aclimatação das plantas que estão sob diferentes estresses 

simultaneamente (Rollins et al., 2013).  

Neste contexto e visando identificar possíveis genes candidatos a marcadores 

moleculares de expressão, a expressão relativa dos genes codificadores das 

dehidrinas Mat9 (Glyma09g31740), ERD14 (Glyma04g01130) e LEA18 

(Glyma17g17860), HSPs (Glyma14g06900 e Glyma17g08020), transaldolase-like 

(Glyma05g33340) e calmodulina (Glyma13g09550) foi quantificada em raízes, 

caules e folhas das cultivares tolerante Embrapa 48 e sensível BR 16, submetidas 

ao déficit hídrico e à alta temperatura. Estes genes foram previamente identificados 

em respostas ao déficit hídrico, em estudos realizados com plantas de soja 

(Maruyama et al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Capítulo 2).  

 

7.3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

7.3.1 Cultivo das plantas e tratamento experimental 
Sementes das cultivares BR16 e Embrapa 48, classificadas respectivamente 

como sensível (Oya et al., 2004) e tolerante (Kulcheski et al., 2011; Capítulo 1) à 

seca, foram germinadas em potes contendo 250g de solo nutriente (Maruyama et al., 

2012) e cultivada sob 12h de luz (50 ± 10 µmol fótons/m-2/s-1) a 28ºC e 12 h de 

escuro a 25ºC até o estádio de desenvolvimento V4 (Fehr et al. 1971). As plantas 

foram então separadas em três grupos de 36 plantas (18 de BR16 e 18 de Embrapa 

48) conforme o desenho experimental ilustrado na Figura 1. Para todos os 
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tratamentos experimentais (I- déficit hídrico; II- alta temperatura; III- déficit hídrico + 

alta temperatura), amostras de folhas, caule e raízes foram coletadas, 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C para 

posterior análise molecular.  

 

 

 

 

Figura 1. Esquema do delineamento experimental. As plantas cresceram em casa 
de vegetação com desenho experimental inteiramente casualizado contendo 3 

replicatas biológicas. (I) O tratamento de Déficit Hídrico (DH) foi aplicado em casa de 
vegetação pela suspensão da irrigação por 2, 4 e 6 dias; (II) O tratamento de Alta 

Temperatura (AT) foi aplicado pela transferência das plantas para câmaras de 
crescimento com fotoperíodo de 12 h luz (28ºC)/12 h escuro (25ºC). Depois de 12 h 

de aclimatação, as plantas controle foram mantidas a 25ºC enquanto as plantas 
submetidas ao estresse foram submetidas a 42ºC por 2, 6 e 12 h; (III) No tratamento 
de Déficit Hídrico + Alta Temperatura (DH + AT), as plantas submetidas a 2 dias sob 

DH (casa de vegetação) foram transferidas para câmara de crescimento a 42ºC e 
mantida nessa condição por 2, 6 e 9 h. C representa amostras em condições 

controle e T amostras tratadas. 

 

 

I II III 



153 

 

 

 

7.3.2 Comportamento fisiológico das cultivares BR16 e Embrapa 48 sob déficit 

hídrico  
 Para avaliar o efeito do déficit hídrico nas plantas de soja, um experimento 

com o mesmo delineamento descrito na Figura 1 (parte 1) foi realizado. Nas plantas 

do estádio V4 a irrigação foi suspensa por 2, 3, 4 e 5 dias, quando a umidade do solo 

(medida por Trimer Como) foi reduzida para aproximadamente 83%. Durante o 

período da manhã (entre 9:00 h e 13:00 h), a taxa fotossintética (A) e a condutância 

estomática (gs) foram medidas nas plantas sob déficit hídrico utilizando o LiCor 6400 

com fonte de luz (90% vermelha + 10% azul) e câmara de 2 cm2. As medidas foram 

realizadas no folíolo central do trifólio mais jovem totalmente expandida (Rodrigues 

et al., 2012). Pelo cálculo da razão entre A e gs foi determinado a eficiência do uso 

de água (EUA) intrínseco. O desenho experimental foi inteiramente casualizado com 

3 repetições biológicas. A análise estatística foi realizada com o programa SISVAR 

5.3 (Ferreira, 2010) utilizando o teste de Tukey a 5% de significância.  

 

7.3.3 Seleção de genes candidatos a serem marcadores de expressão 
 Para a análise de expressão via PCR quantitativo, os genes foram 

selecionados a partir dos resultados observados nos trabalhos de Maruyama et al. 

(2012) e no Capítulo 2, nos quais Microarranjos de cDNA foram produzidos para 

estudar a cultivar japonesa Nourin2 e a brasileira Embrapa 48, respectivamente, sob 

condições de déficit hídrico.  

O conjunto de genes selecionados foi avaliado em plantas submetidas tanto 

ao déficit hídrico quanto ao estresse por alta temperatura, uma vez que diversos 

genes se sobrepõem nessas respostas por serem pontos de cross-talk entre vias de 

sinalização ou por representarem genes de resposta generalizada (Atkinson & 

Urwin, 2012). Todos os genes selecionados são apresentados na Tabela 1.  
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Tabela 1. Condições experimentais nas quais os respectivos genes alvos foram analisados. As sequências dos genes e respectivos 
inciadores utilizados nas reações de amplificação são apresentados. Glyma09g31740 (NP_001238185) e Glyma04g01130 
(NP_001240106) codificam a proteína associada à maturação 9 (maturation-associated protein 9_ Mat9) e a proteína de resposta inicial 
a desidratação 14 (early response to dehydration 14 protein _ERD14), respectivamente; Glyma14g06900 (XP_003519372) e 
Glyma17g08020 (XP_003549537) transcrevem as proteínas de choque térmico (heat shock proteins_HSP18.2 e HSP70); 
Glyma17g17860 (NP_001238313) transcreve a proteína de embriogênese abundante tardia 18 (Late Embryogenesis Abundant _ 
LEA18), Glyma05g33340 (NP_001237926) que transcreve uma proteína transaldolase-like (EC EC 2.2.1.2) e Glyma13g09550 
(XP_003542013) que transcreve uma proteína de ligação ao cálcio (CaM). As análises de expressão foram realizadas utilizando como 
gene referência o GmRNAr18S (Acceso No.: X02623.1).  

Gene / Proteína 
predita 

Papel 
Functional  

Estresse Tecido Iniciador Inicial Iniciador Final 
Artigos

    
  DH Caule  

Glyma09g31740 / 
Mat9 

Dehidrina AT 
- 

Shih et 
al., 2012

  DH + AT Folha 

5’ GTAATGTAAGGGTCTTATATATG 
3’ 

5’ ACCACGTAGGCTTTACATGT 3’ 

 
       
  DH Raiz  

Glyma04g01130 / 
ERD14 

Dehidrina AT 
- 

Yamasak
et al. 

(2013) 

  DH + AT 
Folha e 
Caule 

5’ AGGAAAAGGAGAGTGGTGCTC 3’ 5’ GAAACCCACAAGGCTGTCAT 3’ 

 

       
  DH Folha  

Glyma17g17860 / 
LEA18 

Proteína LEA  AT Raiz 
Asakura

et al. 
(2012) 

  DH + AT 
Folha e 

Raiz 

5’ ACAAGTCGCTGCCACTG 3’ 
5’ GGAACGATCTATTCTAGGAAGTG 

3’ 
 

       

 
 DH Folha e 

5´ AGAATGGAGTGCTAACTGTTAC 5´  
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Raiz 
Glyma14g06900 / 

HSP18.2 
Proteína HSP AT 

- 
Scharf e
al. (2001

  DH + AT Caule 

3´ 
CAATTAAAGATCTAGGCAGATATTTG 

3´ 
 

       
  DH Folha  

Glyma17g08020 / 
HSP70 

Proteína HSP AT Folha 
Roberts
& Key, 
(1991) 

  DH + AT 
Folha e 
Caule 

5´ ACTTCAACTTTGGGTTGCTTC 3´ 
5´ TCCATCATCTCTGAAATTCACATG  

3´ 
 

      
 DH   

Glyma05g33340 /  
Transaldolase-like 

Transaldolase AT 
Folha e 
Caule 

Anthon &
Emerich
(1990) 

  DH + AT 
Folha e 
Caule 

5’ 
TAGTTTTTGCTTTTCTTACAGGTTG 

3’ 

5’ GATATTAAAAGGCAGAGCACAAG 
3’ 

 

       
  DH Folha  

Glyma13g09550 / 
CaM 

Calmodulina AT Folha 
Lee et a

(1995) 
  DH + AT Folha 

5’ GGACATGATGCTGCTTACTAC 3’ 5’ ACAATGACCACGAACAGACA 3’ 

 
       

RNAr18S   

 

  
5’GGTTGACAGACTGAGAGCTCTTTC 
3’ 5’CAAATCGCTCCAACTAAGAAC 3’ 

Stolf-
Moreira

et al. 
(2011) 

(DH) Déficit Hídrico; (AT) Alta Temperatura. 
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7.3.4 Extração do RNA, síntese de cDNA e PCR quantitativo.  
O RNA total das amostras de plantas de soja submetidas ao déficit hídrico e a 

altas temperaturas foi extraído usando-se o reagente RNAiso (TakaRa Bio Inc ®) de 

acordo com as instruções do fabricante (http://www.takara-bio.com/). A qualidade do 

RNA foi analisada pelo Bioanalyzer (Agilent) a apenas as amostras com RIN≥ 8.0 

foram utilizadas na síntese de cDNA (Qin et al. 2008). Os iniciadores para as 

análises de PCR dos genes alvo e o gene referência GmrRNA18S (X02623.1) (Stolf-

Moreira et al., 2011) estão apresentados na Tabela 1. Reações individuais 

(conjuntos de plantas controle e plantas submetidas aos estresses) foram realizadas 

em triplicatas (triplicatas técnicas em cada uma das reações) para cada gene alvo, 

gene referência e amostras de controle negativo. 

As reações de amplificação foram realizadas no termociclador 7300 Real 

Time System (Applied Biosystem) utilizando a química de reação por fluorescência 

Syber Takara® Fluorescence Chemical (Takara®). As reações foram compostas de 

um ciclo inicial de denaturação (95ºC por 10 s), seguido de 40 ciclos a 95ºC, por 5 s 

e anelamento a 60ºC, por 35 s. Controles negativo (Síntese de cDNA realizada sem 

a enzima transcriptase reversa) e amostras em branco (água deionizada esterilizada 

no lugar da amostra de cDNA) foram incluídas e a etapa de dissociação (95ºC for 15 

s; 60º for 1 min; 95ºC for 15 s; 60ºC for 15 s) também foi realizada. A análise de 

dados foi realizada de acordo com Livak & Schmittgen (2001), na qual os valores de 

Ct do gene referência e plantas controle (calibrador) foram empregados como 

endógenos para normalizar a expressão relativa dos genes alvos. 

 

7.4 RESULTADOS 

 

7.4.1 Resposta fisiológica sob déficit hídrico. 
Para avaliar o efeito do déficit hídrico sob as plantas das cultivares de soja BR 

16 e Embrapa 48, medidas de trocas gasosas foram realizadas após 2, 3, 4 e 5 dias 

de déficit hídrico. Os resultados mostraram que uma significativa diminuição de A e 

gs, ocorreu assim como o aumento da EUA nas plantas submetidas ao déficit 

hídrico, enquanto na situação controle a cultivar Embrapa 48, na maioria das vezes, 

teve maiores valores de trocas gasosas que a cultivar BR 16 (Figura 2).  
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Medidas de condutância estomática (Figuras 2 B) foram utilizadas para 

monitorar o déficit hídrico e certificar que o tratamento imposto seria suficiente para 

induzir a expressão de genes de respostas (Figura 2). Os resultados mostraram que 

no segundo dia de tratamento as plantas de ambas as cultivares se encontravam em 

situação de boa disponibilidade de água (gs>0,2 mol m-2 s-1); no terceiro dia, a 

condição era de déficit moderado (gs=0,1 to 0,2 mol m-2 s-1); e no quarto e quinto 

dias, as plantas estavam sob déficit considerado severo (gs<0,1 mol m-2 s-1) (Flexas 

et al. 2004).  
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Figura 2. As trocas gasosas das plantas BR16 e Embrapa 48 foram analisadas sob condições bem irrigadas e sob déficit hídrico 
durante cinco dias consecutivos (p<0,05; n = 3 ± erro padrão da média). (A) Taxa Fotossintética (µmol CO2m

-2s-1); (B) Condutância 
Estomática (H2O m-2s-1) e (C) Eficiência de Uso de Água Intrínseco (EUAintr. mmol C/mol H2O). 
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7.4.2 Análise de expressão de genes induzidos sob déficit hídrico e alta 

temperatura e seus efeitos isolados e combinados. 
A quantificação da expressão dos genes das proteínas LEA (dehidrinas 

Mat9_Glyma04g1130, ERD14_Glyma09g31740 e proteína 

LEA18_Glyma17g17860), HSPs (HSP18.2_Glyma14g06900 e 

HSP70_Glyma17g08020), transaldolase-like (Glyma05g33340) e calmodulina 

(Glyma13g09550) foi realizada em tecido foliar, caule e raízes, exceto para a 

calmodulina (Glyma13g09550) que foi avaliada apenas em folhas e para a proteína 

LEA18 (Glyma17g17860) que não foi avaliada no tecido caulinar. Todas essas 

análises foram realizadas em plantas submetidas ao déficit hídrico (2, 4 e 6 dias) e à 

alta temperatura (42°C por 2, 6 e 12 h) separadamente e também em plantas 

submetidas aos dois estresses combinados.  
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Figura 3. Análise de expressão gênica de plantas de soja (BR16 e Embrapa 48) sob 
déficit hídrico e alta temperatura em tratamentos isolados e combinados. Os genes 
codificadores para as proteínas Mat9 (Glyma09g31740), ERD14 (Glyma04g01130), 

LEA18 (Glyma17g17860), HSP20 (Glyma14g06900), HSP70 (Glyma17g08020), 
transaldolase-like (Glyma05g33340) e calmodulina (Glyma13g09550) foram 

avaliados por qPCR utilizando o método 2-CT. A expressão gênica foi normalizada 
pelo gene RNAr18S e a expressão relativa foi determinada em comparação com as 
expressões gênicas das respectivas plantas controle (calibrador). As barras brancas 

representam as plantas BR16 e as quadriculadas as plantas Embrapa 48. * indica 
que houve diferença estatística (p<0.0,5) entre as cultivares (comparação dentro do 
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mesmo gene e mesmo tempo). Folhas sob (A-D) déficit hídrico; (E-G) alta 
temperatura; (H-M) déficit hídrico e alta temperatura combinados. 

  

Figura 4. Análise de expressão gênica de plantas de soja (BR16 e Embrapa 48) sob 
déficit hídrico e alta temperatura em tratamentos isolados e combinados. Os genes 
codificadores para as proteínas Mat9 (Glyma09g31740), ERD14 (Glyma04g01130), 

LEA18 (Glyma17g17860), HSP20 (Glyma14g06900), HSP70 (Glyma17g08020), 
transaldolase-like (Glyma05g33340) e calmodulina (Glyma13g09550) foram 

avaliados por qPCR utilizando o método 2-CT. A expressão gênica foi normalizada 
pelo gene RNAr18S e a expressão relativa foi determinada em comparação com as 
expressões gênicas das respectivas plantas controle (calibrador). As barras brancas 

representam as plantas BR16 e as quadriculadas as plantas Embrapa 48. * indica 
que houve diferença estatística (p<0.0,5) entre as cultivares (comparação dentro do 
mesmo gene e mesmo tempo). Caules sob (A) déficit hídrico; (B) alta temperatura; 

(C-F) déficit hídrico e alta temperatura combinados. 
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Figura 5. Análise de expressão gênica de plantas de soja (BR16 e Embrapa 48) sob 
déficit hídrico e alta temperatura em tratamentos isolados e combinados. Os genes 
codificadores para as proteínas Mat9 (Glyma09g31740), ERD14 (Glyma04g01130), 

LEA18 (Glyma17g17860), HSP20 (Glyma14g06900), HSP70 (Glyma17g08020), 
transaldolase-like (Glyma05g33340) e calmodulina (Glyma13g09550) foram 

avaliados por qPCR utilizando o método 2-CT. A expressão gênica foi normalizada 
pelo gene RNAr18S e a expressão relativa foi determinada em comparação com as 
expressões gênicas das respectivas plantas controle (calibrador). As barras brancas 

representam as plantas BR16 e as quadriculadas as plantas Embrapa 48. * indica 
que houve diferença estatística (p<0.0,5) entre as cultivares (comparação dentro do 

mesmo gene e mesmo tempo). Raízes sob (A-C) déficit hídrico; (D) alta temperatura; 
(E) déficit hídrico e alta temperatura combinados. 

 

Na cultivar Embrapa 48, os genes das dehidrinas apresentaram maior 

expressão em dois dias de déficit hídrico em caules (Mat9 - 1050 Fold-Change- FC-, 

Figura 4A) e em dois e seis dias de déficit hídrico em raízes (ERD14 - 3,51 FC e 

22,62 FC) respectivamente (Figura 5A). No déficit hídrico combinado ao estresse por 

alta temperatura, estes transcritos apresentaram maior expressão em folhas da 

cultivar tolerante no período de 2 dias de déficit hídrico e 6 h sob 42°C (Mat9 – 

33.643 FC, Figura 3H e ERD14 - 11 FC, Figura 3I, respectivamente) do que na 

cultivar sensível (Mat9– 464 e ERD14- 2 FC, Figura 3I).  

A expressão de outro gene de proteína LEA, a LEA18 (Glyma17g17860), 

também apresentou diferenças de expressão em dois e seis dias de déficit hídrico 

em folhas, entre a cultivar tolerante (48 FC e 156 FC, respectivamente) e as plantas 

sensíveis à seca (15 FC e 105 FC, respectivamente, Figura 3D). No estresse por alta 

temperatura a diferença significativa foi observada no tecido radicular da cultivar 

tolerante, a qual apresentou maior expressão no tratamento intermediário (17 FC – 6 

h) seguido do tratamento final do estresse por alta temperatura (9 FC, em 12 h). 

Apesar de não significativa, a expressão do gene LEA18 também foi ligeiramente 

superior em folhas sob alta temperatura, principalmente no início do estresse como 

observado pelo valor de 5,82 FC em duas horas de estresse na cultivar tolerante, em 

comparação com os valores de 3,83 na cultivar sensível. Já no estresse combinado 

(déficit hídrico + alta temperatura) os valores de expressão foram superiores no 

tecido foliar da planta tolerante em todos os períodos avaliados (Figura 3M), apesar 

de a expressão gênica ter sido significante apenas no período final do estresse (29 

FC na planta tolerante Embrapa 48 e 7 FC na sensível BR 16) (Figura 3M). Esse 

gene também foi diferencialmente expresso em raízes nesse mesmo estresse 
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(déficit hídrico e alta temperatura combinados) nas plantas tolerantes, em todos os 

períodos avaliados, apresentado a máxima expressão no estresse intermediário de 

dois dias de déficit hídrico somado a seis horas de estresse por alta temperatura 

(42°) (1876 FC na Embrapa 48 e 117 FC na BR 16) (Figura 5E).  

Ainda na classe dos genes funcionais, os genes das HSPs 

(HSP18.2_Glyma14g06900 e HSP70_Glyma17g08020) também apresentaram 

maior expressão no tecido foliar da cultivar tolerante nos três períodos de 

desidratação (Figura 3B, 3C). Para o gene HSP18.2, a expressão aumentou 

gradativamente até alcançar o pico máximo de expressão no período mais 

prolongado do déficit hídrico (6 dias) (82 FC, 122 FC e 952 FC, respectivamente aos 

2, 4 e 6 dias de tratamento, Figura 3B). Já para o gene HSP70 a maior expressão foi 

encontrada no início da desidratação (02 dias) (366 FC, Figura 3C), seguida do 

período final do tratamento (06 dias) (223 FC, Figura 3C) em folhas da cultivar 

Embrapa 48 quando comparada aos valores de expressão observados na cultivar 

BR 16 (75 FC e 45 FC, Figura 3C respectivamente). Por outro lado, no tecido 

caulinar das plantas sob déficit hídrico não foram identificadas diferenças 

significativas de expressão gênica entre as cultivares, contudo, no tecido radicular a 

expressão do HSP18.2 foi maior em quatro (97 FC) e seis dias sob déficit hídrico 

(160 FC, Figura 5B) na cultivar tolerante. Perfil semelhante de aumento da 

expressão na intensificação do déficit hídrico foi detectado no tecido foliar e radicular 

das plantas Embrapa 48 (Figura 3B e 5B).  

No estresse por alta temperatura os genes de HSPs (Glyma17g0820 e 

Glyma14g06900) demonstraram perfil de expressão semelhante no tecido foliar, 

como observado pela maior expressão, na cultivar tolerante, do HSP70 em seis 

horas de estresse por alta temperatura (319,23 FC, Figura 3G) e maior expressão, 

apesar de não significativa, do gene HSP18.2 no início do tratamento (2 h), a partir 

do qual a expressão foi decrescendo no decorrer dos períodos. 

Quando os dois tratamentos foram combinados (DH + AT), o gene HSP70 

(Glyma17g08020) mostrou maior expressão em folhas da cultivar tolerante em todos 

os períodos dos tratamentos, mas apresentou significância no tempo inicial e 

intermediário do tratamento e ponto máximo de expressão no início do estresse (2 

dias de déficit hídrico + 2 horas de estresse por alta temperatura – 2124 FC, Figura 

3L). Esse gene HSP também foi altamente expresso no tecido caulinar da cultivar 

tolerante (3281 FC), comparado à cultivar sensível (15 FC), no período mais severo 
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do déficit hídrico (6 dias) combinado ao estresse por alta temperatura (42°C) (Figura 

4F). Nesse mesmo estresse combinado, o HSP18.2 (Glyma14g06900) apresentou 

expressão diferencial no período inicial (2 dias de déficit e 02 h a 42°C) (19,870 FC, 

Figura 4D) e mais severo (6 dias de déficit e 12 h a 42°C) em caules (1,734 FC) da 

cultivar Embrapa 48, quando comparada com a cultivar sensível BR 16 (388 e 3,020 

FC, Figura 4D). 

Para o Glyma05g33340 que transcreve uma transaldolase-like, os resultados 

de quantificação gênica indicaram, apesar de não apresentar significância, uma 

tendência de expressão em todos os tratamentos de déficit hídrico no tecido foliar 

das plantas Embrapa 48, como observado pelos valores de expressão nos três 

períodos de estresse (2 dias - 320 FC, 4 dias - 7,144 FC e 6 dias - 188 FC) quando 

comparados à expressão da cultivar BR 16 (2 dias - 140 FC, 4 dias - 156 FC e 6 dias 

- 94 FC). Também no tratamento de alta temperatura, foi observada uma maior 

expressão desse gene em folhas da cultivar Embrapa 48 no período inicial (02 h a 

42°C – 616 FC, Figure 3F) e final do tratamento (12 h a 42°C – 101 FC, Figura 3F). 

No tecido caulinar da planta tolerante sob estresse por alta temperatura, o 

padrão de expressão observado apresentou valores superiores aos observados na 

cultivar sensível em 12 horas de estresse (844 FC, Figura 4B). No estresse 

combinado, a expressão do gene da transaldolase (Glyma05g33340) em folhas foi 

maior em todos os períodos na cultivar Embrapa 48, com o pico de expressão no 

período inicial (2 dias de déficit hídrico e 2 horas de estresse por alta temperatura – 

728 FC, Figura 3K). Em caules, da cultivar tolerante, a maior expressão do gene da 

transaldolase também foi observada no início do estresse seguido do período final 

(24016 FC e 4089 FC, Figura 4E, respectivamente). 

O gene que transcreve a calmodulina (Glyma13g09550), classificado na 

categoria de genes regulatórios, apresentou diferença significativa de expressão 

gênica entre os períodos finais (04 e 06 dias) do tratamento de déficit hídrico no 

tecido foliar entre as cultivares, sendo que o nível de expressão foi maior na 

Embrapa 48 (4,33 FC e 2,22 FC, Figure 3A) do que na cultivar BR 16. De forma 

semelhante ao que foi observado no déficit hídrico, no estresse por alta temperatura 

houve maior expressão em folhas da cultivar tolerante, mas, nesse caso, a 

expressão foi superior em todos os períodos porém com diminuição no decorrer dos 

tratamentos (9, 6 e 3 FC em 2, 9 e 12 h a 42°C, Figura 3E, respectivamente).  

Considerando o efeito do estresse combinado de déficit hídrico + alta 
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temperatura, o perfil de expressão do Glyma13g09550 em folhas, na cultivar 

tolerante à seca, foi oposto àquele observado nas plantas submetidas apenas ao 

estresse por alta temperatura (Figura 3A e 3J). Em condições de estresse 

combinado, a expressão deste gene aumentou no decorrer dos períodos, 

apresentando o pico no final do estresse (06 dias de déficit hídrico e 12 h a 42°C) 

(11 FC, 17 FC e 39 FC nas plantas da cultivar Embrapa 48, Figura 3J; e 3 FC, 2 FC 

e 2 FC nas plantas da cultivar BR 16, Figura 3J). 

7.4.3 Identificação de marcadores moleculares de expressão 
Os genes candidatos a marcadores de expressão de déficit hídrico em folhas 

foram HSP18.2, HSP70, ambos significativamente expressos durante todo o déficit 

hídrico (Figura 3B, 3C), LEA18, induzido no início e fim do déficit hídrico (2 e 6 dias) 

(Figura 3D) e o gene CaM, observado nos períodos intermediário e final do 

tratamento (4 e 6 dias) (Figura 3A). Em caules o marcador de déficit hídrico foi o 

gene da dehidrina Mat9 (Figura 4A), expressa desde o início do déficit hídrico. Em 

raízes, o ERD14 (Glyma04g01130) expresso nos períodos inicial e final do déficit 

hídrico (Figura 5A), o gene da HSP18.2 detectados nos períodos intermediário e final 

(Figura 5B) e o gene LEA18 no final do déficit hídrico (Figura 3C) foram 

considerados os melhores candidatos para este tecido e condição experimental. 

No estresse por alta temperatura os possíveis marcadores de expressão em 

folhas foram o gene da HSP70 no período intermediário de 6 h a 42°C (Figura 3G), o 

gene da transaldolase-like observado no início e final do tratamento (2 e 6 h  42°C) 

(Figura 3F) e o CaM, também expresso durante todo o tratamento experimental 

(Figura 3E). Em caules foi considerado como marcador de expressão o gene 

transaldolase-like, no final do estresse, em 12 h de estresse por alta temperatura (12 

h a 42°C) (Figura 4B) e em raízes o gene da proteína LEA18, induzido no período 

intermediário e final do estresse (6 e 12 h a 42°C)  (Figura 5D).  

No déficit hídrico + alta temperatura foram encontrados as maiores diferenças 

entre as cultivares sensível e tolerante, resultados interessantes já que comumente 

os déficit hídrico e o estresse térmico afetam as plantas de forma concomitante. 

Assim, os marcadores de expressão identificados no presente estudo que 

responderam ao estresse combinado em folha foram os genes das dehidrinas, 

principalmente no período intermediário (2 dias de déficit hídrico + 6 h a 42°C) 

(Figura 3H, 3I), o da proteína LEA18 no período final (2 dias de déficit hídrico + 9 h a 
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42°C) (Figura 3M), da HSP70 nos períodos inicial e intermediário (2 dias de déficit 

hídrico + 2 h a 42°C e 2 dias de déficit hídrico + 6 h a 42°C) (Figura 3L), e da 

transaldolase-like e calmodulina em todos os períodos do tratamento (Figuras 3K, 

3J, respectivamente). Em caules os marcadores considerados foram os genes das 

HSPs e o da transaldolase-like no início e final do tratamento tratamentos (2 dias de 

déficit hídrico + 2 h a 42°C e 2 dias de déficit hídrico + 9 h a 42°C) (Figura 4D, 3F, 

3E, respectivamente). Em raízes, a expressão do gene codificante para a proteína 

LEA18 observada em todos os períodos foi considerada para a seleção deste gene 

como candidato a marcador.  

De forma geral, os níveis de expressão significativamente maiores na cultivar 

tolerante Embrapa 48 foram levadas em consideração na seleção dos candidatos a 

marcadores moleculares de expressão e os resultados mais promissores para cada 

tecido e tratamento estão apresentados na Tabela 2. 

 

 

 

Tabela 2. Marcadores de expressão para déficit hídrico. Os genes foram 
selecionados a partir dos resultados mais significativos observados em cada 
condição experimental avaliada. Mat9 (Glyma09g31740), ERD14 (Glyma04g01130), 
LEA18 (Glyma17g17860), HSP20 (Glyma14g06900), HSP70 (Glyma17g08020), 
transaldolase-like (Glyma05g33340) e Calmodulina (Glyma13g09550). 

Tecido Tratamento Período Gene  

2, 4 e 6 dias HSP18.2 
2, 4 e 6 dias HSP70 Seca 
4 e 6 dias CaM 

   
6 horas HSP70 Alta 

temperatura 2 e 12 horas Transaldolase 
   

2d + 6h Mat9 

Folha 

Seca + Alta 
Temperatura 2d +2h e 2d + 

6h HSP70 
    

    
Seca 2dias Mat9 

   
Caule 

Alta 
Temperatura 12 horas Transaldolase 
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Seca + Alta 

Temperatura 
2d +2h e 2d + 

9h Transaldolase 
    
    

Seca 6 dias LEA18 
   

Alta 
Temperatura 6 e 12 horas LEA18 

   
Raiz 

Seca + Alta 
Temperatura 

2d +2h e 2d + 
9h LEA18 

 

 

7.5 DISCUSSÃO 
O presente estudo analisou a transcrição dos genes da classe funcional, como 

genes de proteínas LEA (dehidrinas e a LEA18) e a transaldolase, e o gene da 

classe regulatória, a calmodulina, nas cultivares de soja sensível (BR 16) e tolerante 

à seca (Embrapa 48) em condições de déficit hídrico e estresse por alta temperatura, 

realizados de forma isolada e combinada. A aplicação do tratamento experimental 

combinado (déficit hídrico + alta temperatura) foi realizada visando simular as 

condições reais que ocorrem em condições de campo e em casa de vegetação, no 

qual as plantas estão expostas simultaneamente aos dois estresses.  

A expressão dos genes de dehidrinas (DHNs) (Glyma09g31740 e Glyma04g01130) 

nos tecidos de folhas, caules e raízes durante o déficit hídrico e estresse por alta 

temperatura foi significativa nas plantas Embrapa 48 em relação às BR16. As 

dehidrinas ou proteínas do grupo 2 LEA (Late Embryogenesis Abundant) 

desempenham um papel fundamental na resposta da planta e adaptação a 

estresses abióticos. Elas se acumulam tipicamente em sementes em maturação ou 

são induzidas em tecidos vegetativos em condições de salinidade, desidratação, 

estresse ao frio e congelamento (Hanin et al., 2011; Ruibal et al., 2012). Seus 

diferentes perfis espaciais refletem os genes LEA presentes no genoma e isso 

juntamente com o grande número de genes encontrado no genoma representam 

boas estratégias que as plantas têm para sobreviver a diferentes estresses abióticos 

(Shih et al., 2010). A expressão de muitas DHNs é aumentada em presença do 

fitohormônio ácido abscísico (ABA), e por isso são também referidas como proteínas 
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RAB (Responsive to ABA). Alguns estudos utilizando as dehidrinas como 

marcadores de expressão de tolerância a estresse abióticos já foram reportados 

(Prášil et al., 2007). Ismail et al. (1999) estudaram a tolerância ao resfriamento 

durante a emergência de plântulas da leguminosa tropical Vigna unguiculata. Estes 

pesquisadores apontaram uma correlação positiva no acúmulo da dehidrina DHN1 

(tipo Y2K de 35 kDa) em sementes de uma linhagem resfriamento-tolerante.  

Diferenças quantitativas na expressão gênica de dehidrina e no acúmulo da 

proteína em condições de baixas temperaturas (frio e geada) têm sido amplamente 

estudadas em Triticeae, cultivada em clima temperado. Em trigo (Triticum aestivum), 

Houde et al. (1992) descreveram uma correlação positiva entre o acúmulo de uma 

dehidrina da família WCS120 e o nível de tolerância à geada adquirida pela planta. 

Além disso, Vítámvás et al. (2010) foram capazes de distinguir a nível de proteínas 

WCS120 20 cultivares de trigo com diferentes níveus de tolerância à geada, 

crescendo a 17°C ou a 9°C. Parece possível, então, o uso do nível das proteínas 

WCS120 em plantas de trigo cultivadas a baixas temperaturas (17 - 9°C) para se 

estimar a sobrevivência das plantas no inverno, aprimorando os procedimentos de 

pré – seleção em programas de melhoramento de trigo, visando tolerância à geada.  

Em estudos de déficit hídrico, Pelah et al. (1997) identificaram uma correlação 

positiva entre a tolerância a seca e o acúmulo de proteínas dehidrinas em Populus 

popularis. Além disso, Park et al. (2006) encontraram uma correlação positiva entre 

o acúmulo de transcritos das dehidrinas Dhn3 e Dhn4 e parâmetros associados à 

tolerância ao déficit hídrico (conteúdo relativo de água e índice de rendimento sob 

seca) em cultivares coreanos de cevada. De modo similar, Labhilili et al. (1995) 

relataram uma correlação positiva entre o nível de transcritos de dehidrinas e a 

tolerância ao déficit hídrico em duas diferentes cultivares tolerantes de trigo duro (T. 

Turgidum ssp. durum). 

O Glyma04g01130, também uma proteína LEA, foi identificado e denominado 

GmERD14 no trabalho de Yamasaki et al. (2013) por ser altamente similar ao gene 

ERD14 de Arabidopsis. A expressão diferenciada do GmERD14 na cultivar tolerante, 

Embrapa 48, em condições consideradas de estresse leve foi detectada em caules 

no período inicial do déficit hídrico + alta temperatura (5,76 FC) e em raízes das 

plantas tolerantes submetidas ao déficit hídrico após 2d (3,51 FC, Figura 5A). Esses 

dados são corroborados pelos trabalhos de Nylander et al. (2001) e Welin et al. 

(1994) que detectaram a expressão do ERD14 em alguns tecidos em divisão ativa, 
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como extremidades de raízes e folhas em plantas sob condições normais.  

Ademais, a expressão do gene ERD14 especialmente no tecido radicular 

após 6 dias de exposição ao déficit hídrico (22 FC Figura 5A) ou em condições 

iniciais de estresse combinado (2 dias de déficit e 2 h a 42°C)  (3 FC), foi 

considerada superior na cultivar tolerante quando comparado à cultivar sensível. 

Esses dados foram corroborados por Kovacs et al. (2008) que em seu estudo 

sugeriram que a proteína ERD14 é um tipo de IDPs (Intrinsically Disordered 

Proteins), estável em calor e sensível a proteases. Isso acontece porque a ERD14 

se liga a vesículas de fosfolipídios conferindo aumento da tolerância à desidratação 

e age contra agregação térmica da citrato sintase (EC 2.3.3.1), firefly luciferase (EC 

1.13.12.7), na inativação do álcool desidrogenase (EC 1.1.1.1) e da lisozima (EC 

3.2.1.17) (Kovacs et al., 2008). Assim, durante o estresse térmico, a indução por 

ABA de genes funcionalmente semelhantes à chaperonas moleculares pode ajudar 

a combater desnaturação de proteínas em eventos de estresse (Divi et al., 2010). 

Além disso, outros estudos demonstraram que por meio da ativação da cascata de 

ABA houve o aumento da expressão desse gene em condições de seca e alta 

salinidade (Kiyosue et al., 1994; Nylander et al., 2001; Welin et al., 1994; Shinozaki 

& Yamaguchi-Shinozaki 1996; Rorat 2006; Kim & Nam 2010). 

O gene Mat9 (Maturation-associated protein 9, Glyma09g31740) apresentou maior 

expressão no tecido foliar da cultivar Embrapa 48 sob estresse combinado (33643 

FC, Figura 3H) e no tecido caulinar sob déficit hídrico (1050 FC, Figura 4A). Essa 

proteína, segundo Yang et al (2011), pode funcionar como estabilizadora de 

membrana por possuir um efeito protetor de fosfolipídios e também por impedir que 

depois da dessecação ocorra vazamento de lipossomos. 

Ainda considerando as proteínas LEA, os resultados obtidos no presente estudo 

para a expressão do gene LEA18 (Figura 3D, M, Figura C, D e E) na cultivar 

tolerante indicam que esse gene pode estar atuando na sinalização celular da perda 

de água, isso porque em A. thaliana a proteína LEA18, grupo IV dentro das 

proteínas LEA, é classificada como uma IDP que se liga a membranas carregadas 

negativamente e desempenha um papel no transporte de vesículas celulares 

(Hundertmark et al., 2011). Essa ligação modifica a estrutura da proteína formando 

uma vesícula de agregação que resulta no vazamento do conteúdo solúvel dos 

lipossomos. Este processo ocorre devido à formação de um domínio lipídico (ligação 

entre a proteína LEA18 e os lipídios da membrana) que pode aumentar a atividade 
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dos canais de cálcio e de outros canais e transportadores de membrana 

(Hundertmark et al., 2011).  

Manfre et al. (2006) relataram que mutações no gene LEA EM6 em A. thaliana, 

resultaram em desenvolvimento aberrante da semente indicando uma possível 

adaptação à perda de água. O gene homólogo ao LEA EM6 de A. thaliana, LEA18 

em soja, que transcreve a proteína PM35 (Physiologically Mature), foi estudado por 

Asakura et al. (2012) em vários estádios do desenvolvimento da semente e não 

observaram mudanças na expressão gênica. Na continuidade dos estudos de 

proteínas LEA, homólogas ao LEA18, Yang et al. (2011) analisaram em A. thaliana 

duas proteínas GmPM6 e GmPM16. Os mesmos autores observaram que GmPM6 

pode atuar como estabilizador de membrana por prevenir o vazamento do lipossomo 

após seca (drying). Além disso, Shih et al. (2010) também observaram transcritos de 

GmPM em tecidos vasculares do cotilédone e eixo embrionário (epicótilo e radícula) 

e relataram que o gene GmPM5 foi altamente expresso em tecidos do mesófilo 

sugerindo que os genes LEA podem ser altamente regulados no sistema condutor 

em função de mudanças no teor de água. 

A análise do perfil da expressão dos genes de choque térmico, 

Glyma14g06900 e Glyma17g08020, indicaram no presente estudo uma diferença 

entre a cultivar tolerante Embrapa 48 e a sensível BR 16 (Figura 3B, C, G, L, Figura 

4D, 4F, Figura 5B). Como esperado, por ser uma proteína de choque térmico (HSPs 

- Heat Shock Proteins), o Glyma17g08020 (proteína HSP70) foi induzido com maior 

intensidade no estresse por alta temperatura no período inicial do tratamento (2 

horas) em ambas as cultivares de soja (Figura 3G, 3C). Sob déficit hídrico, a 

expressão do gene HSP70, foi alta no tecido foliar sob déficit hídrico (2 dias) na 

cultivar tolerante (366 FC, Figura 3C), e também em folhas de Embrapa 48 e BR 16 

sob altas temperaturas, principalmente no início do tratamento (2 h a 42°C) (4,317 

2h FC, 419 FC, Figura 3G). Quando a expressão relativa do gene HSP70 em plantas 

de Embrapa 48 submetidas ao déficit hídrico e ao estresse por alta temperatura 

combinados foi considerada, os valor de expressão relativa aumentou (Figura 3L). 

Considerando-se o tecido caulinar de plantas submetidas aos tratamentos 

combinados, os resultados do presente estudo indicam que o padrão de expressão 

do HSP70 foi semelhantemente alto no período inicial do tratamento (Figura 4F), 

assim como a expresso do gene HSP18.2 (Figura 4D).  

Ainda, considerando o efeito isolado dos estresses aplicados, os genes HSPs 
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foram mais expressos no tecido foliar (Figura 3B, 3C, 3G, 3L) do que em raízes 

(Figura 5B), tanto sob condições de déficit hídrico quanto sob alta temperatura. 

Entretanto, quando as plantas foram submetidas ao estresse combinado, a 

expressão relativa foi consideravelmente mais alta no tecido caulinar (Figura 4D, 

4F). Dados semelhantes de maior expressão em condições de alta temperatura 

foram observados por Swindell et al. (2007), que revelaram maiores níveis de 

expressão de HSPs entre 0,5 a 3 h de estresse por alta temperatura e maior indução 

por calor em relação a outros estresses abióticos como frio, estresse osmótico, 

salinidade e seca. Os mesmos autores relataram que as HSPs atuam na tolerância 

às altas temperaturas prevenindo a formação de conformações deletérias de 

proteínas e que os genes das HSPs das famílias 20 e 70 apresentam alto nível de 

expressão em tratamentos de altas temperaturas em relação a outros estresses 

abióticos, com valores de expressão variando entre as famílias de HSPs. 

Swindell et al. (2007) estudaram ainda estas proteínas em A. thaliana e 

descobriram que os genes HSP20 e HSP70 quando sob condições de estresses 

abióticos, tais como a seca, interagem com as membranas celulares permitindo a 

manutenção de sua fluidez. Os resultados do presente trabalho corroboram os 

estudos de Swindell et al. (2007), que relataram a sobreposição de rotas 

moleculares ativadas em resposta aos estresses de seca e por alta temperatura e 

sugeriram que essas proteínas poderiam diminuir os danos resultantes do acúmulo 

de espécies reativas de oxigênio (ROS – Reactive Oxygen Species). Os mesmos 

autores também detectaram a expressão de membros da família HSP70 na parte 

aérea de plantas sob estresse por luz ultravioleta B e de membros das famílias 

HSP70, HSP90 e HSP100 nas raízes e caules em A. thaliana sob calor. É sabido 

que as HSPs desempenham diversos papéis em plantas sob condições normais 

auxiliando o dobramento e translocação de proteínas nascentes. Sob condições 

ambientais adversas, as HSPs atuam na desmontagem de agregados proteicos e no 

redobramento de proteínas desnaturadas (Park et al., 2012), resultado da 

perturbação da homeostase celular durante a desidratação, atuando no processo de 

aclimatação destas plantas ao déficit hídrico. 

O gene da classe funcional estudado foi a transaldolase-like, o qual apresentou em 

todos os tratamentos maior expressão no tecido foliar da cultivar tolerante em 

comparação à sensível (Figura 3F e 3K). Um perfil semelhante também foi 

observado em caules (Figura 4B e 4E). O transcrito que codifica a transaldolase-like 
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(Glyma05g33340) apresentou valores expressivos no tecido foliar quando as plantas 

foram submetidas ao tratamento isolado de alta temperatura (Figura 3F), assim 

como no estresse combinado (Figura 3K). No entanto, a expressão deste transcrito 

em tecidos de caule sob estresse combinado foi predominantemente superior 

(Figura 4E).  

A expressão diferenciada desse gene, que fornece o link entre as rotas 

glicolíticas e das pentoses fosfato (Chou et al., 2011) foi relatada em trabalhos com 

folhas de plântulas de arroz sob déficit hídrico (Reddy et al., 2002) e sob estresse 

salino entre cultivares com capacidade de tolerância contrastantes (Daldoul et al. 

2010). Esse é um fato muito importante porque a transaldolase em algumas plantas, 

fungos e microrganismos catalisa uma reação reversiva da via oxidativa das pentose 

fosfato (OPP), onde um dos produtos é o eritrose-4-fosfato (erythrose-4-phosphate), 

que se condensa com fosfoenolpiruvato (phosphoenolpyruvate _ PEP) para formar 

corismato. Esse corismato é o precursor de muitas rotas de metabólitos secundários, 

como protetores de luz UV, acetato de índole (indole acetate), lignina, flavonóides e 

aminoácidos aromáticos (Nulit, 2012). Particularmente, a luz UV intensa diminui a 

fotossíntese durante o déficit hídrico e a alta temperatura por afetar o aparato 

fotossintético, como observado por Munné-Bosch & Alegre (2000), os quais 

mostraram que plantas expostas à luz elevada e à seca diminuíram a eficiência 

fotoquímica do fotossistema PS 2 em aproximadamente 65%. A expressão 

diferencial da transaldolase-like em cultivares tolerantes à seca pode ser um 

indicador da sobrevivência por maiores tempos em condições adversas.  

 No presente estudo, o Glyma13g09550 (o qual codifica para a calmodulina) foi 

diferencialmente expresso em todos os tratamentos avaliados no tecido foliar (Figura 

3A, 3E, 3J). Contudo, níveis de expressão relativamente baixos foram observados 

para os estresses isolados, exceto para as plantas da cultivar sensível após 2 dias 

sob déficit hídrico (Figura 3A). No entanto, quando as plantas foram submetidas ao 

estresse combinado, a expressão deste gene aumentou progressivamente ao longo 

dos períodos (Figura 3J). Este resultado está dentro do esperado já que estímulos 

abióticos como a seca ativam respostas aclimatativas e transmitem informações por 

meio das mudanças do Ca2+ intracelular causadas por estímulos externos (Xu et al., 

2011). Esses sinais de Ca2+ são percebidos pela calmodulina (CaM), um dos 

melhores sensores caracterizados em eucariotos, e outros diferentes sensores de 

Ca2+.  
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Tais dados são corroborados também pelos trabalhos de Liu et al. (2008) e Zhang et 

al. (2009), que destacaram o papel de CaM e a sinalização mediada por cálcio na 

adaptação e tolerância ao estresse por alta temperatura. Isso porque a rota de 

sinalização Ca2+-CaM tem um importante papel na transdução de sinal no estresse 

térmico em Arabidopsis. Esse fato ocorre porque o aumento de Ca2+ ativa a CaM, 

que estimula o CBK2, que por sua vez regula a fosforilação das proteínas HSFs 

(Heat Shock Factor) que se liga as HSE (Heat Shock Elements) iniciando assim, a 

transcrição de genes HSP (aclimatação das plantas ao estresse ambiental de calor). 

Como prova, foi observado que o silenciamento de CaM diminuiu a termotolerância 

em A. thaliana (Zhang et al., 2009). Porém, mais estudos devem ser realizados para 

comprovar se a CaM está envolvida na resistência ao estresse oxidativo gerado pelo 

estresse por alta temperatura. Resultado semelhante foi encontrado por Ding et al. 

(2012) em folhas de tomate, quando estudaram as vias de sinalização de Ca2+- 

CaM, e observaram que a regulamentação de mecanismos antioxidantes induziu a 

resistência ao estresse oxidativo gerado pelo estresse por calor. Esses autores 

concluíram que as vias de sinalização Ca2+-CAM estão envolvidas na resistência aos 

estresses oxidativo e à alta temperatura por ativarem enzimas de defesa 

antioxidante que atuam na eliminação de ROS produzidas pelo estresse por calor, 

diminuindo o dano oxidativo gerado na célula.  

Xu et al. (2011) também observaram em seu estudo, superexpressando o gene 

OsMSR2 (gene calmodulina-like em arroz), o aumento da tolerância de plantas de A. 

thaliana à seca, o qual foi acompanhado pela alteração na expressão de genes 

responsivos ao ABA e pôde ser observado devido a duas estratégias de proteção 

contra o déficit hídrico e salino. Uma dessas estratégias é a diminuição da taxa 

transpiratória e/ou redução da densidade estomática. A redução da densidade 

estomática é conhecida por afetar as trocas de água e CO2 (Hetherington & 

Woodward 2003).  

Trabalhos realizados no Capítulo 1 demonstraram que as plantas da cultivar 

Embrapa 48 apresentaram menor transpiração que plantas da cultivar BR 16 em 

condições bem irrigadas além de possuírem maior condutância estomática nessas 

condições, resultados também encontradas no presente estudo (Figura 2B). Além 

disso, dados de expressão gênica observados neste estudo (Figura 3A) 

demonstraram maiores valores de expressão gênica das CaM na cultivar tolerante 

durante o período severo do déficit hídrico. A outra estratégia de proteção contra o 
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déficit hídrico e salino observada por Xu et al. (2011) pode vir a partir das 

propriedades regulatórias do gene OsMSR2 que induziu a expressão de RD29A e 

P5CS1, e, possivelmente, indução de outros genes nas plantas transgênicas. Assim, 

os resultados observados no presente estudo sugerem que o trabalho coordenado 

das proteínas codificadas pelos genes descritos acima possam ser um dos 

responsáveis do aumento da tolerância das plantas transgênicas à seca e à 

salinidade. 

As diferenças encontradas entre as cultivares para o padrão de expressão das 

dehidrinas, LEA18, transaldolase-like, HSPs e CaM devem ser um dos responsáveis 

pelo maior nível de tolerância à seca da cultivar Embrapa 48 quando comparada à 

cultivar BR16 isso juntamente com a expressão de outros genes cujos produtos  

aumentem ou intermedeiem o aumento do ajuste osmótico ou demais características 

responsáveis pela maior tolerância ou maior uso conservativo de água dessa 

cultivar, como observado no Capítulo 1. 

Rodrigues et al. (2012) analisaram as mesmas cultivares estudadas do 

presente estudo e observaram diferenças entre plantas sensíveis e tolerantes ao 

déficit hídrico quanto à presença de dehidrinas e HSPs. Os autores classificaram as 

dehidrinas e HSPs na classe dos genes funcionais de resposta à seca e 

encontraram expressão da dehidrina ERD14 em folhas e raízes nas duas cultivares 

com a diferença que em raízes a presença do transcrito foi detectada nos 

tratamentos intermediário e final na cultivar Embrapa 48 enquanto na BR16 foi 

encontrada apenas no estresse final. Foi detectada a expressão do gene da 

dehidrina Mat9 na cultivar tolerante no tecido foliar, enquanto nas na cultivar 

sensível apenas em raízes (Rodrigues et al., 2012). 

 

7.6 CONCLUSÕES 
No déficit hídrico os marcadores de expressão identificados em folha foram os 

genes HSP18.2 (Glyma14g06900), HSP70 (Glyma17g08020) e a calmodulina 

(Glyma13g09550), em caules Mat9 (Glyma09g31740), e em raízes o LEA18 

(Glyma17g17860).  

No estresse por alta temperatura os possíveis marcadores de expressão em 

folhas foram os genes HSP70 e transaldolase-like, em caules a transaldolase e em 

raízes a LEA18. 
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No déficit hídrico e estresse por alta temperatura combinados os marcadores 

de expressão foram Mat9 e HSP70 em folhas, a transaldolase-like em caules e 

LEA18 em raízes. 

Os resultados indicam que os referentes genes são úteis na identificação de 

tolerância em cultivares de soja. 
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8 CONCLUSÕES GERAIS 

 

As características fisiológicas indicaram que a cultivar BR 16 possui 

vigor inicial e a cultivar Embrapa 48 tolerância à seca (redução do potencial 

osmótico), assim como a AtDREB2A CA apresentou melhor uso conservativo de 

água em condições de adequada disponibilidade hídrica. Cultivadas em campo, a 

cultivar Embrapa 48 apresentou maior produtividade que as outras plantas e, apesar 

de resultados não significativos, a planta transgênica contendo a construção 

AtDREB2A CA apresentou maiores resultados de números de vagens, números de 

sementes e produtividade 25,17% superior que a sua isolinha BR 16 em condições 

de estresse aplicado no estádio vegetativo. Análises que expandam os testes a 

campo para outras regiões são necessárias para determinar quais as condições 

climáticas e de solo nos quais os resultados sejam diferenciais entre a linhagem 

transgênica AtDREB2A CA e sua isolinha BR 16. 

Os promotores dos genes LTI, HSP26/42, Mat1, Mat9 e 

Glyma11g16120, selecionados sob déficit hídrico moderado e severo, apresentaram 

diferentes cis-elementos de resposta à seca da cascata ABA-dependente, como 

ABREs, MYBR e MYCR, que indicaram que a ativação do GUS sob regulação dos 

promotores dos genes foram dependentes da quantidade e tipo de cis-elementos 

como demonstrado pela alta ativação dos promotores LTI, Mat1, e Mat9 em 

condições ABA. Esses resultados, juntamente com os dados gerados pelo 

genevestigator, indicam que os promotores dos genes LTI, Mat1, e Mat9 podem ser 

utilizados pela engenharia genética como promotores estresse induzidos em estudos 

de estresses abióticos como déficit hídrico, estresse por metais pesados e em 

estresses bióticos associados. 

A busca por marcadores de expressão para déficit hídrico e estresse 

por alta temperatura, aplicados isoladamente e de forma combinada, identificou 

genes que os qualificam para identificação de tolerância em cultivares de soja. Os 

possíveis marcadores de expressão para déficit hídrico em folhas foram os genes 

HSP18.2 (Glyma14g06900), HSP70 (Glyma17g08020) e a calmodulina 

(Glyma13g09550), em caules Mat9 (Glyma09g31740) e em raízes a LEA18. Já os 

possíveis marcadores de expressão para o estresse por alta temperatura foram 

genes HSP70 e transaldolase-like em folhas, transaldolase em caules e LEA18 em 

raízes. O déficit hídrico e o estresse por alta temperatura combinados apresentaram 
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como marcadores de expressão os genes Mat9 e HSP70 em folhas, LEA18 e 

transaldolase-like em caules e LEA18 em raízes.  


