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ROCKENBACH, Daniel Marin. Adubacao Potassica e Silenciamento de Gene DRIP
em soja em Condigdo de Déficit Hidrico. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

As mudangas climaticas sdo ameacas para produgéo agricola e seguranga alimentar,
o déficit hidrico esta entre os fatores ambientais de maior impacto para a agricultura,
causando enormes prejuizos econOmicos. Para enfrentar esses efeitos, uma
estratégia é identificar e modular a expresséo de genes implicados em caracteristicas
agronOmicas relacionadas as condi¢des climaticas. Um dos genes identificados é o
fator de transcricdo (FT) DREB2A (Dehydration Responsive Element Binding), a super
expressao desse FT esta associada ao aumento da tolerancia ao déficit hidrico, visto
que o DREB2A se liga a cis-elementos especificos presentes na regido promotora de
outros genes, ativando uma série de respostas de defesa celular em condi¢des de
déficit hidrico. No entanto, em condi¢gdes normais o FT DREB2A é negativamente
regulado por proteinas denominadas DRIP (DREB interacting proteins), que atuam na
degradacdo de DREB2A, diminuindo os niveis do FT DREB2A na célula.
Considerando-se esta via de regulagédo, o nocaute de proteinas DRIP poderia
potencialmente aumentar os niveis de DREB2A. A soja possui quatro genes DRIPs,
neste trabalho, foi avaliado um gendtipo de soja editado com a tecnologia CRIPSR-
Cas para o silenciamento da expressao de dois genes DRIPs (Glyma.03G159500 e
Glyma.19G161700), visando o aumento do gene DREB2A. Uma estratégia adicional
de relevancia para mitigar as condi¢gdes ambientais adversas € a busca pelo equilibrio
adequado no processo de adubacédo, o potassio (K) € um dos principais nutrientes
requerido pela soja, porém é encontrado em baixas concentragdes nos solos tropicais
e apresenta estreita relagdo com a resisténcia da planta a seca. O gendtipo de soja
com dois genes DRIPs editados foi avaliado em condigédo de déficit hidrico associado
a diferentes niveis de adubacgéao potassica para determinar o efeito do silenciamento
dos genes DRIPs e da adubagao potassica em condi¢gao de déficit hidrico. A edigao
de dois genes DRIPs (Glyma.03G159500 e Glyma.19G161700) nao foi suficiente para
promover aumento do gene DREB e melhoria na resposta ao déficit hidrico, sendo
necessario avaliar o efeito do silenciamento de todos os genes DRIPs da soja. A
adubacao potassica resultou em aumento do teor de acidos graxos, e na dose de 400
mg kg-1 proporcionou aumento em componentes da produgéo.

Palavras-chave: DREB2A; edi¢do génica; nutricao



ROCKENBACH, Daniel Marin. Gene silencing of DRIP in soybeans under conditions
of water deficit and potassium fertilization. Dissertation (Master’s in Agronomy) — State
University of Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

Climate change is a threat to agricultural production and food security, water deficit is
among the environmental factors with the greatest impact on agriculture, causing
enormous economic losses. To address these effects, one strategy is to identify and
modulate the expression of genes implicated in agronomic traits related to climatic
conditions. One of the identified genes is the transcription factor (TF) DREB2A
(Dehydration Responsive Element Binding), overexpression of this TF is associated
with increased tolerance to water deficit, since DREB2A binds to specific cis-elements
present in the promoter region of other genes, activating a series of cellular defense
responses in conditions of water deficit. However, under normal conditions, FT
DREBZ2A is negatively regulated by proteins called DRIP (DREB interacting proteins),
which act to degrade DREB2A, reducing FT DREB2A levels in the cell. Considering
this regulatory pathway, knockdown of DRIP proteins could potentially increase
DREB2A levels. Soybean has four DRIPs genes. In this work, a soybean genotype
edited with CRIPSR-Cas technology was evaluated to silence the expression of two
DRIPs genes (Glyma.03G159500 and Glyma.19G161700), aiming to increase the
DREB2A gene. An additional strategy of relevance to mitigate adverse environmental
conditions is the search for an adequate balance in the fertilization process, potassium
(K) is one of the main nutrients required by soybeans, however it is found in low
concentrations in tropical soils and has a close relationship with the plant's resistance
to drought. The soybean genotype with two edited DRIPs genes was evaluated under
water deficit conditions associated with different levels of potassium fertilization to
determine the effect of silencing DRIPs genes and potassium fertilization under water
deficit conditions. The editing of two DRIPs genes (Glyma.03G159500 and
Glyma.19G161700) was not sufficient to promote an increase in the DREB gene and
an improvement in the response to water deficit, making it necessary to evaluate the
effect of silencing all DRIPs genes in soybean. Potassium fertilization resulted in an
increase in the content of fatty acids, and at a dose of 400 mg kg-1 it provided an
increase in production components.

Key-words: DREB2A; Gene Editing; Nutrition;
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1 Introdugao

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma oleaginosa de importancia
mundial e a principal fonte de proteina vegetal em virtude do seu elevado valor nutritivo
(DU et al., 2020). Porém, o déficit hidrico por longo periodo influencia a fisiologia da
planta, qualidade e composi¢gdo quimica das sementes de soja (WIJEWARDANA et
al., 2019). De modo geral, as condicbes de déficit hidrico influenciam o crescimento e
o desenvolvimento das plantas, levando a diminui¢cao da produtividade das lavouras,
e acarretando grandes prejuizos (BIJALWAN et al., 2022).

Com as mudancgas climaticas, os episédios de déficit hidrico vem
aumentando com intensidade e duracao variaveis, e assim, se tornando uma grande
ameaca para a produgao agricola e seguranga alimentar mundial (RAZA et al., 2019).
Para enfrentar esse desafio, uma alternativa € o uso de estratégias biotecnoldgicas
para a obtencgao de plantas com caracteristicas agronémicas desejaveis. Uma técnica
pratica e versatil recentemente desenvolvida foi o sistema CRISPR-Cas, que permite
adicionar, delatar, substituir e silenciar genes e tem sido empregada com sucesso
para a edicado do genoma de diversas espécies de importancia agricola, dentre elas
arroz (Oryza sativa L.) (FENG et al., 2013), trigo (Triticum spp.) (SHAN et al., 2013) e
milho (Zea mays) (WALTZ et al., 2016), tendo potencial de uso para editar genes
relacionados com a tolerancia a seca.

Entre os genes envolvidos nas respostas moleculares de tolerancia
ao déficit hidrico, esta o fator de transcricdao (FT) DREB2A, que interage com uma
sequéncia DRE (Dehydration-Responsive Element) e ativa a expressao de genes
envolvidos na resposta ao estresse hidrico e estresse salino (SAKUMA et al., 2006a).
Varios trabalhos demonstraram o efeito do FT DREB2A na tolerancia ao déficit hidrico
por meio de superexpressao deste gene, desde em plantas modelo como Arabidopsis.
thaliana (SAKUMA et al., 2006b), até em culturas de grande importancia agricola,
como arroz (MATSUKURA et al., 2010), milho (QIN et al., 2007) e soja (ENGELS et
al., 2013; FUGANTI-PAGLIARINI et al., 2017).

Bioquimicamente, o FT DREB2A necessita de modificagcbes pos-
traducionais para exercer sua fungao na resposta a desidratagao celular (LIU et al.,
1998). Essa regulagao é realizada por duas proteinas denominadas DRIP1 e DRIP2
(DREB2A-Interacting Proteins), que funcionam como uma ubiquitina E3 ligase,
permitindo a protedlise do FT DREB2A no proteossoma 26S (QIN et al., 2008).
Considerando esse mecanismo de regulacdo génica, os genes DRIP podem ser



manipulados via edigdo génica para aumentar a expressao do FT DREB2A envolvidos
na tolerancia ao déficit hidrico.

Entre os efeitos que o estresse hidrico promove nas plantas, estao a
degradacgéao dos pigmentos fotossintéticos, das membranas plasmaticas e alteragbes
no estado hidrico das plantas (DEMICHELI et al., 2023). No entanto, uma nutrigao
mineral adequada pode ajudar a mitigar esses efeitos adversos, e a aplicagdo de
nutrientes, como o potassio (K), pode ativar vias metabdlicas que vao atuar na
estabilidade da clorofila e membranas e melhorar as relagées hidricas em condigdes
de estresse hidrico (ALAM et al., 2011).

O potassio K € um componente que otimiza muitos processos
fisiologicos e bioquimicos nas plantas, além de melhorar a eficiéncia do uso de
nitrogénio. Esse macronutriente desempenha um papel importante no ajuste
osmoético, abertura e fechamento dos estdbmatos e na ativagdo de enzimas
(MARSCHNER, 2012). Além disso, também é essencial para a translocacdo de
fotoassimilados para o crescimento das raizes, proporcionando superficies de
absorcao maiores e maior retencao de agua nos tecidos da planta, e dessa forma, em
condicao de déficit hidrico, melhora o crescimento e o rendimento da planta (AHMAD
et al., 2018).

Os componentes de produgao como biomassa foliar e rendimento de
graos, além do teor relativo de agua nas folhas foram relatados como altamente
correlacionados com a concentragdo de potassio no tecido, indicando que a
concentragao do nutriente nas folhas tem um papel importante na tolerancia ao déficit
hidrico, e, portanto, a aplicagao do nutriente pode controlar as redug¢des de rendimento
de graos (UMAR 2006). Considerando o papel do K na tolerancia das plantas ao
estresses abioticos, a fertilizacdo balanceada e o uso eficiente de potassio podem
contribuir para o crescimento, rendimento e reduzir os riscos ambientais (WANG et
al., 2013).

Assim, a associagao de estratégias biotecnoldgicas e de manejo
nutricional podem contribuir para mitigar os efeitos adversos decorrentes das
condi¢gbes ambientais a que as culturas estao expostas, reduzindo assim as perdas.
O obijetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do silenciamento do gene DRIP em soja

e da adubacao potassica sob condigdes de déficit hidrico.



2 Revisao Bibliografica

21 A Soja— Um Panorama Geral

A soja cultivada (Glycine max (L.) Merrill) teve origem na China, onde
foi domesticada ha aproximadamente 5.000 anos, derivando de seu parente
selvagem, a Glycine soja [Sieb. And Zucc.]. Ao longo do tempo, foram desenvolvidos
mais de 60.000 acessos adaptados a diversas eco-regides, evidenciando a
significativa diversidade genética da cultura (LIU et al., 2020).

No Brasil, a introdugéo da soja ocorreu em 1882, mas apenas a partir
do final da década de 1940 passou a ser cultivada com propésitos comerciais. Gragas
aos avancgos cientificos e a implementagdo de tecnologias no setor produtivo, foi
possivel adaptar a cultura as diversas regides edafoclimaticas do pais. Esses avangos
nado apenas minimizam os impactos de estresses bidticos e abidticos sobre a
produtividade, mas também conferiram a soja uma posi¢gao proeminente na economia
brasileira e global (GAZZONI et al., 2018).

A grande importancia desta leguminosa € devido a composigao
quimica dos seus graos. A soja € a principal fonte de proteina vegetal em virtude do
seu elevado valor nutritivo (DU et al., 2020). Os componentes como 6leo, minerais
isoflavonas e fitoestrégenos e metabdlicos secundarios tem sua importancia no valor
nutricional para alimentagdo humana e animal. Além da participagdo da industria
alimenticia a soja tem aplicagdo na industria farmacéutica, industria quimica e para
producao de biocombustivel (PATIL et al., 2018).

Além de suprir a demanda interna, a producao brasileira de soja
continua a ser o principal item da pauta de exportagcao, especialmente para o mercado
chinés, o maior consumidor mundial. Em 2023, as exporta¢des de soja em graos para
a China atingiram US$1,2 bilhao, representando 86,5% do volume total exportado pelo
Brasil no periodo (MAPA, 2024, GALE et al., 2019).

Em 2023, o Brasil exportou 193,02 milhdes de toneladas de graos,
marcando um aumento de 24,3% em relagao a 2022. Essa quantidade representa
60,3% da safra recorde de graos estimada em 319,86 milhdes de toneladas pela
Companhia Nacional de Abastecimento (MAPA, 2024). O complexo soja foi o setor
que mais contribuiu para as exportagdes do agronegocio, em termos de valor
exportado o complexo soja representou US$ 6,49 bilhdes, correspondendo a 40,4%
das vendas do setor em 2023 (MAPA, 2024).



Atualmente, o Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de
soja, cultivando uma area de 44 milhdes de hectares na safra 2022/2023, com uma
produtividade de 3.508 kg ha-1 e uma producdo total de 154,617 milhdes de
toneladas. Dados da CONAB indicam para a safra 2023/2024, uma producéao
estimada de 155,269 milhdes de toneladas, com uma produtividade de 3,431 kg ha-1
(CONAB 2024).

Este resultado representa uma diminuicdo de 4,2% em relagdo as
expectativas iniciais, uma vez que as projecdes iniciais apontavam para uma colheita
de 162 milhdes de toneladas. Um dos fatores que contribuiram para essa reducao foi
o fendmeno ‘El Nifio’, causando excesso de precipitagdes na Regido Sul e escassez
de chuvas nas demais regides do pais. Na safra de 2020/2021, esse padrao climatico
resultou em uma queda na producdo, especialmente devido ao déficit hidrico
observado principalmente na Regidao Sul e no Mato Grosso do Sul, apresentando

desafios significativos para os produtores (CONAB, 2024).

2.2  Estreses Abidticos Na Cultura Da Soja

Diversos fatores biodticos e abidticos contribuem para as flutuagdes
anuais na produgao de soja, impactando diretamente o rendimento e/ou a qualidade
das sementes (HARTMAN et al., 2011). Entre esses fatores, destaca-se o déficit
hidrico como a principal restricdo ambiental para a produtividade e a qualidade das
safras, podendo resultar em perdas significativas, chegando a atingir até 80% (DU et
al., 2020).

As mudancgas climaticas promovem um aumento na temperatura do
ar e dos niveis atmosféricos de CO2 e, em ultima analise, alteram os padrdes de chuva
e sua distribuicao (YIN et al., 2018; YANG et al., 2019). A distribuicao desuniforme
das chuvas pode ocasionar perda de agua dos solos por evaporagdo, que €
impulsionada por eventos de alta temperatura, alta intensidade de luz e vento seco, e
pode agravar ainda mais um evento de estresse hidrico existente (COHEN et al.,
2021). A limitagao de disponibilidade hidrica para as plantagdées € uma tendéncia que
se intensifica ao longo do tempo.

A agua interna nas plantas €, em grande parte, dissipada para a
atmosfera, impulsionada pelo aumento das temperaturas, agravando ainda mais os

desafios de déficit hidrico ja presentes em diversos sistemas agricolas ao redor do



mundo (SULTAN et al., 2019). Se até o final do século as proje¢cdes de aumento da
temperatura do ar atingirem 2°C acima dos niveis atuais, aproximadamente um quinto
da populagédo mundial podera ser impactada por déficits hidricos severos (RAY et al.,
2019).

A seca exerce influéncia em diversos aspectos do crescimento e
desenvolvimento das leguminosas, uma vez que cerca de 80-95% da biomassa fresca
da planta é composta de agua (DIATTA et al., 2020; SELEIMAN et al., 2021). Com as
mudangas climaticas globais, a seca emerge como um dos fatores mais desafiadores
e imprevisiveis, continuamente restringindo a produgao agricola e acarretando efeitos
adversos em diversas culturas (NADEEM et al., 2019).

A soja é uma cultura que requer um suprimento de agua adequado
para atingir os altos rendimentos desejados (BUEZO et al., 2019). Entretanto, os
episodios de seca estdo aumentando com intensidade e duracido variaveis, e se
tornando uma grande ameaca para a produgao agricola e seguranga alimentar
mundial (RAZA et al., 2019). Nas lavouras de soja do Brasil, entre as safrs de 1976- a
2014, foram computadas perdas devido a seca de US$79,62 bilhdes (FERREIRA,
2016).

Para lidar com esse desafio, diversas estratégias tém sido propostas,
englobando desde a implementagédo de praticas adequadas de manejo e adubacgao
do solo (SCHEBEN et al.,, 2016) até o cultivo de variedades aprimoradas e o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas para tolerancia a seca
(PAIXAO et al., 2019). Nesse contexto, o sequenciamento do genoma da soja
representa um avanco significativo, proporcionando uma compreensdo mais ampla
dessa espécie vegetal (SCHMUTZ et al., 2010).

2.3 Respostas Das Plantas ao Déficit Hidrico

A tolerancia a seca refere-se a capacidade da planta de crescer,
florescer e manter seu rendimento mesmo em condi¢des de hidratagdo abaixo do
ideal. De maneira abrangente, as condi¢des de déficit hidrico exercem uma influéncia
significativa sobre o crescimento e o desenvolvimento das plantas, levando a reducgao
da producao (STANIAK et al., 2023). As plantas apresentam variagbes em suas
respostas e sensibilidades no inicio da seca, mas, em todos os casos, o rendimento

final & prejudicado. Isso esta associado a reducdo da germinacao, diminuigdo da



atividade fotossintética, reducao na translocacao de assimilados, fixagao de carbono
e outros processos de desenvolvimento da planta (COSTA et al., 2024). De maneira
geral, esse fenbmeno compreende duas etapas distintas: a detecgéo ou sinalizagao
do estresse e a ativagdo dos mecanismos fisiolégicos, moleculares e bioquimicos de
resposta nas plantas (SEHGAL et al., 2018; MAHMOOQOD et al., 2020).

Periodos prolongados de escassez de agua levam a uma redugéo no
teor de umidade do solo e a um baixo potencial hidrico nas partes aéreas da planta,
como folhas e caules. Esses fatores resultam em uma taxa de perda de agua pela
transpiracédo das folhas que supera a taxa de absor¢do de agua pelas raizes,
especialmente em ambientes secos (GOCHE et al., 2020).

Durante as fases de desenvolvimento fisiolégico, a &gua desempenha
varios papéis, sendo um deles o crescimento celular. Devido a sua natureza como
molécula pequena e sem carga, a entrada de agua na célula ocorre por meio de canais
especificos chamados aquaporinas. Embora essas aquaporinas fornecam um
mecanismo para regular o fluxo de agua, sua direcionalidade é predominantemente
determinada pela discrepancia na energia potencial livre da agua, conhecida como
potencial hidrico, através da membrana (FENG et al., 2016).

O potencial da agua € governado por trés componentes principais. O
potencial osmaético refere-se ainfluéncia da concentragao de solutos nas células sobre
o movimento da agua em relagdo ao meio extracelular. O potencial de pressao diz
respeito a capacidade da parede celular de se deformar para resistir a absorgao de
agua, a medida que a pressao interna da célula (pressao de turgor) aumenta. Por fim,
o potencial matrico abrange os efeitos das forcas capilares que afetam a capacidade
da agua de se movimentar livremente através de uma matriz fisica, como o solo
(ROBBINS et al., 2015).

Durante o periodo vegetativo sob déficit hidrico, a morfologia da
planta sofre alteragdes, incluindo a redugao da altura da planta, murcha das folhas, e
modificagdes no numero e area foliar. A altura da planta, fortemente impactada pela
seca, esta diretamente associada ao crescimento celular e a senescéncia foliar e a
diminui¢ao na altura da planta ocorre principalmente devido a reducédo da expansao
celular, aumento na queda de folhas e comprometimento da mitose em condicdes de
seca (YANG et al., 2021).

As folhas, como principais 6rgaos de assimilacao e transpiracao nas
plantas, desempenham um papel crucial como indicadores do grau de escassez de



agua. Em resposta direta a condi¢des de seca, as plantas frequentemente apresentam
folhas com areas foliares menores, maior espessura foliar e densidade de tecido foliar
elevada. A modificacao da area foliar, que tem um impacto direto na fotossintese e na
produtividade das plantas, destaca-se como uma das caracteristicas mais observadas
nas folhas sob estresse hidrico (TAIZ et al., 2015).

A adaptacao das folhas das plantas ao déficit hidrico envolve a
formacdo de uma camada de cuticula foliar espessa e cerosa. Essa modificacéo
resulta no desenvolvimento de caracteristicas xeromorficas, incluindo um menor
numero de estdbmatos, tecidos paligadicos mais espessos, um grande numero de
tricomas, folhas mais espessas e diminutas, além de tecidos vasculares bem
desenvolvidos (ULLAH et al., 2017). Em contraste, quando ha escassez de agua, as
folhas apresentam murcha, margens amareladas e supressao no desenvolvimento da
parte aérea e das folhas, impactando assim o crescimento e a produtividade da planta
(FANIZZA et al., 2015).

Diante de condi¢cdes de déficit hidrico, as plantas implementam
estratégias de adaptagado para enfrentar a escassez de agua. Um elemento crucial
nesse processo € a capacidade das raizes de perceberem prontamente a diminui¢ao
da disponibilidade de agua no solo (ANJUM et al., 2017). As raizes desempenham um
papel central na resposta da planta, promovendo ajustes rapidos no potencial
osmotico. Esse ajuste é essencial para manter o turgor celular, garantindo a presséao
adequada da parede celular contra o conteudo celular. A manutencgao do turgor celular
€ vital para a integridade estrutural das células, sendo fundamental para o
funcionamento saudavel da planta (WOLF et al., 2022; CODJOE et al., 2023).

Além disso, as raizes respondem ao déficit hidrico aumentando a
forca do fluxo de agua para dentro das células. Essa adaptagao visa compensar a
escassez de agua no ambiente, garantindo que as células vegetais mantenham um
suprimento adequado para suas fungdes vitais (SLAMINI et al., 2022).

A planta também desenvolve caracteristicas especificas como parte
de sua resposta ao déficit hidrico. Isso inclui o desenvolvimento de um sistema
radicular mais profundo, permitindo que as raizes alcancem camadas mais profundas
do solo em busca de agua. Além disso, a estrutura e a regulacdo estomatica sao
aprimoradas para otimizar a utilizagao da agua disponivel (LUO et al., 2019).

Dessa forma, os principais mecanismos para lidar com o estresse

hidrico incluem melhoria no sistema radicular, plantas que possuem raizes longas,



alta densidade e sistema radicular intenso. Para manter a produtividade sob escassez
de agua, a planta precisa de raizes longas com alta densidade, principalmente quando
a agua € mais profunda O sistema radicular mais denso também absorve maior
quantidade de agua do que as raizes mais finas porque o maior numero de raizes
pode entrar em contato com mais vapores de agua presentes no solo
(ABDELRAHEEM et al., 2019).

O déficit hidrico exerce uma influéncia significativa no processo
fisiologico da fotossintese, sendo essencial para o desenvolvimento da planta, uma
vez que fornece os produtos fotossintéticos necessarios. Durante periodos de
estresse hidrico, o controle dos estdbmatos emerge como uma resposta crucial para
evitar a perda excessiva de agua. Contudo, este controle resulta em uma redugéo no
fluxo de didxido de carbono (CO2) para os tecidos do mesofilo, devido a presséo de
turgescéncia reduzida e/ou ao decréscimo do potencial hidrico. Essa condigéo
prejudica também a atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase,
impactando adversamente a eficiéncia fotossintética das plantas (YANG et al., 2021).

O cloroplasto desempenha um papel central na fotossintese,
utilizando principalmente a clorofila para absorver, transferir e converter a energia
luminosa (AHAMMED et al., 2022). A clorofila, pigmento essencial e eficaz na
fotossintese, esta diretamente ligada ao metabolismo continuo das plantas e a
producédo vegetal. Em situagdes de estresse hidrico, o teor de clorofila tende a
diminuir, resultando em alteragées na proporgao de clorofila "a", "b" e carotendides.
Essas mudancgas afetam a fungao fotossintética das plantas, refletindo seu estado de
crescimento e o grau de estresse ao qual estdo submetidas (YANG et al., 2021).

O estresse hidrico desencadeia o estresse térmico, resultando na
reducéao da solubilidade do didxido de carbono (CO2) e no aumento da permeabilidade
das membranas tilacéides. Esse cenario favorece a fixagao de oxigénio, promovendo
a fotorrespiracdo e desestabilizando a cadeia de transporte de elétrons na
fotossintese. Essa desregulagao leva a um desequilibrio energético causado pela
absorcdo excessiva de luz, resultando no aumento da produgdo de compostos
oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (ERO). Esse aumento de ERO, por
sua vez, causa danos oxidativos aos lipideos e proteinas presentes nas membranas
(VITAL et al., 2022).

A sequéncia de eventos descrita tem os estdbmatos como componente

central, regulando sua abertura e fechamento para controlar a transpiragdo e a



entrada de CO2 na planta. Essa fungdo desempenha um papel crucial na capacidade
da planta de tolerar o déficit hidrico. Existe uma relacdo inversa entre a tolerancia a
seca e a condutancia estomatica, ou seja, o fechamento dos estébmatos reduz a
transpiracdo, aumentando a tolerdncia a seca. Por outro lado, a abertura dos
estdbmatos aumenta a transpiragdo, diminuindo a toleréncia da planta a seca (CLAUW
et al., 2015).

A condutancia estomatica mantém uma relagcdo direta com a
fotossintese, pois a regulagdo dos estdmatos desempenha um papel crucial na
preservacao da capacidade fotossintética das plantas sob estresse hidrico. A abertura
dos estoOmatos facilita a entrada de CO2 nos tecidos do mesofilo, promovendo o
processo fotossintético. Em contrapartida, o fechamento dos estématos reduz a taxa
de fotossintese (PEREZ-MARTIN et al., 2014; URBAN et al., 2017).

A seca moderada impacta de forma aditiva o numero de estdmatos,
enquanto condicdes de seca drastica levam a uma redug¢ao no numero de estomatos.
A menor taxa de transpiracdo, associada a uma cuticula espessa e abertura
estomatica reduzida, contribui para aumentar a tolerancia a seca nas plantas (ILYAS
et al., 2021). Diante dessas condi¢des, as plantas desenvolvem mecanismos de
defesa e homeostase celular, incluindo o acumulo de osmélitos como prolina e glicina
betaina, além de proteinas, fortalecendo assim a capacidade das plantas de lidar com
o estresse. No entanto, € importante destacar que a tolerancia das plantas a estresses
abidticos € uma caracteristica complexa, envolvendo uma variedade de mecanismos
moleculares, bioquimicos e fisiologicos (SIDDIQUI et al., 2015).

Como mecanismo de defesa, as plantas se adaptam a combinagao
de déficit hidrico e altas temperaturas, ativando sistemas enzimaticos do sistema de
defesa antioxidante para neutralizar o excesso de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Esse processo envolve um aumento na atividade de enzimas como superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e peroxidase (POD)
(CHEN et al., 2017). Além disso, sdo acionados mecanismos nao enzimaticos para
eliminar ERO, incluindo a sintese de ascorbato e a producdo de
flavonoides/antocianinas. Esses ajustes contribuem para a protecdo das plantas
diante das condi¢des adversas de estresse hidrico e térmico combinados (JIANG et
al., 2022).

Em sintese, os efeitos morfofisioldgicos do estresse hidrico incluem a
alteragcdes na arquitetura do sistema radicular, ampliagdo da estabilidade da



membrana celular, acumulo de osmoprotetores, diminuicdo do turgor, alteragbes nas
trocas gasosas da folha, redugdo da clorofila, bem como impactos na atividade
enzimatica e no equilibrio idbnico (ANJUM et al., 2017).

Muitas dessas respostas sdo mediadas pelo fitohormonio ABA (acido
abscisico), desencadeando ajustes osmético e no teor relativo de agua, e regulagao
estomatica que visam preservar a reserva de agua para enfrentar os desafios
impostos pela escassez hidrica (ABOBATTA et al., 2019). Ocorre também, a atuagao
de moléculas como o calcio, e fitohorménios como o ABA, acido jasmonico (JA), acido
salicilico, auxinas, giberelinas e etileno, além da ativacdo de vias de sinalizacéo e
eliminacédo de ERO (ILYAS et al., 2021). Em condi¢cdo de déficit hidrico, esses
fitohormbnios acionam vias de sinalizacao, para a producao de enzimas antioxidantes,
metabdlitos secundarios e proteinas de choque térmico (ULLAH et al., 2017).

Essas respostas evidenciam a complexidade das adaptacdes que as
plantas desencadeiam em face da escassez de agua, buscando manter seu equilibrio
interno e minimizar os impactos negativos sobre seu crescimento e produtividade
(NADEEM et al., 2019). Esses mecanismos sao fundamentais para sua adaptacéao e

resisténcia ao estresse hidrico (Figura 1) (ILYAS et al., 2021).
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Figura 1. O déficit hidrico € um fator abidtico que desencadeia diversos problemas que afetam o
desenvolvimento da planta, os efeitos comega pelo aumento da fototraspiracdo, fechamento dos
estdmatos e diminuicdo de CO2 que irrompe na diminuigdo do potencial hidrico dos tecido folheares
assim afetando os transportadores nao ciclicos, sintese de ATP e atividades fotossintética, com a

escassez de agua tem um aumento na sintese de espécie reativa de oxigénio EROS que causa danos



oxidativo na planta. Durante o déficit hidrico a planta inicia diversas mecanismo morfofisiolégico de
resposta; sendo a producdo de substancia detoxidante de EROS que diminuiram os danos causado
pela oxidagdo, um aumento na espessura da cuticula, ajuste osmatico da celular, vias metabdlicas que
melhoram a capitagdo de agua pela raiz e ativagao de genes que conferem tolerancia (Adaptado de
ILYAS et al., 2021).

As plantas evoluiram para desenvolver mecanismos abrangentes de
sobrevivéncia, englobando além das respostas morfofisioldgicas, respostas
bioquimicas, celulares e moleculares (CHEN et al., 2017; PORNSIRIWONG et al.,
2017; ILYAS et al.,, 2021). As respostas moleculares envolvem genes que
desempenham papéis cruciais em diversos mecanismos e podem ser categorizados
em dois grandes grupos. O primeiro compreende proteinas funcionais que participam
do metabolismo celular e contribuem para a tolerancia, incluindo transportadores de
agua, enzimas de detoxificagdo, fatores de protecdo de macromoléculas, como as
proteinas LEA, proteases, e enzimas essenciais na biossintese de osmdlitos,
acgucares e prolina (IRSIGLER et al., 2007). Esses elementos desempenham papéis
essenciais na adaptacao das plantas ao estresse hidrico.

O segundo grupo compreende as proteinas reguladoras, como o0s
fatores de transcricao (DREB, AREB, MYC, MYB, NAC, e outros), fosfatases e
quinases, genes envolvidos no metabolismo de lipideos e biossintese do ABA. O ABA
esta presente em diversos processos bioquimicos, como dorméncia de sementes,
desenvolvimento das plantas, abertura dos estématos, morfogénese embrionaria e
sintese de lipidios e proteinas de armazenamento (ILYAS et al., 2021; ULLAH et al.,
2017)

Em resposta as condi¢des de estresse hidrico, o acumulo de ABA é
aumentado, principalmente na vasculatura das folhas, porque quase todas as enzimas
da biossintese de ABA sao expressas em tecidos vasculares, e varios transportadores
de ABA localizados na membrana celular sdo expressos predominantemente nos
tecidos vasculares (TAKAHASHI et al., 2020).

O acido jasmoénico (JA) é um fitohormbnio derivado do acido a-
linolénico envolvido no crescimento da planta, crescimento da raiz, amadurecimento
do fruto, enrolamento da gavinha e produgéo de pdlen viavel (AHMAD et al., 2016,
ULLAH et al., 2018). Durante o estresse fisiolégico, o aumento na produgado de JA



induz a tolerancia a seca nas plantas de varias maneiras, incluindo fechamento
estomatico, eliminagao de ERO e desenvolvimento radicular.

Semelhante ao ABA, varios estudos mostraram que os jasmonatos
também participam da regulacdo do fechamento e da regulagdo dos estbmatos em
resposta ao estresse hidrico (RIEMANN et al., 2015). Esses genes reguladores atuam
tanto na tolerancia, como nas etapas iniciais de indugéo e regulagao da expressao de

genes, e na tradugao de sinais em resposta ao déficit hidrico (IRSIGLER et al., 2007).
2.4  Fatores De Transcricao DREB e Edi¢cao Génica

Os genes DREB (Dehydration Responsive Element Binding) pertence
a familia de genes caracterizada como um fator de transcricéo (FT), ou seja, um gene
que funciona como um regulador das respostas das plantas sob estresse. Os genes
DREB s&o mais abundante na soja do que outras espécies. A analise do genoma da
soja revelou 73 genes DREB subdivididos em seis subgrupos, sendo observado oito
genes dentro de quatro pares de blocos sinténicos, sugerindo que os genes DREB
passaram por eventos de duplicagao (ZHOU et al., 2020).

Os FTs DREB1 s&o os principais reguladores da via de sinalizagao ao
frio, enquanto os FTs DREB2 sao expressos por vias de sinalizacdo de seca,
salinidade, metais pesados, estresse osmotico e temperatura (BAILLO et al., 2019).
As vias de sinalizagao que os dois FTs seguem sao separadas, porém sdo associadas
a familia de FTs de ligagao do elemento responsivo ao etileno (ERF) (SINGH et al.,
2021).

O FT DREB2 ativa a expressao de outros genes, através de proteinas
de ligacado ao elemento cis atuante responsivo a desidratagdo (DRE) presentes nos
promotores dos genes (MIZOI et al., 2013). O elemento DRE possui a sequéncia
conservada A/GCCGAC, que é encontrada nos promotores de diversos genes
envolvidos na resposta ao frio, calor, desidratagao e alta salinidade.

Os FTs DREB possuem a capacidade de controlar a expressao de
diversos genes, contribuindo para uma maior capacidade de tolerancia aos estresses
ambientais nas plantas (TAN et al.,, 2015). A superexpressao dos FTs DREB
aumentou a tolerancia a altas temperaturas, baixas temperaturas, estresse salino e
déficit hidrico em algumas plantas cultivadas como arroz, cana de agucar, soja e milho
(WANG et al., 2008; AUGUSTINE et al., 2015; MARINHO et al., 2022; IZADI-



DARBANDI et al., 2023). No entanto, para exercer sua fungcdo na resposta aos
estresses abidticos, o FT DREB2A necessita de modificagbes pos-traducionais (LIU
et al., 1998).

A delecdo do dominio regulador negativo, uma regido de 30
aminodacidos rica em serina e treonina adjacente ao dominio de ligacdo ERF de
DREBZ2A é necessaria para que seja constitutivamente ativo (QIN et al., 2008).

Algumas ligases RING E3 de subunidade unica tém como alvo FT
para degradacdo e, assim, regulam a expressdo génica em resposta a sinais
ambientais ou hormonais. Estudos mostraram que as proteinas DRIP (DREB-
Interacting Protein) funcionam como uma ubiquitina E3 ligase, permitindo a protedlise
do FT DREB2A no proteossoma 26S e regulam negativamente os genes DREB2A
(QIN et al., 2008).

As proteinas DRIP contém um dominio C3HC4 RING e podem atuar
como ligases de ubiquitina E3 que medeiam a ubiquitinagdo e degradacéo de DREB2
(Figura 2) (QIN et al., 2008). Isso indica que as proteinas DRIP s&o importantes
reguladores negativos dos fatores de transcricdo DREB2 e, portanto, das respostas
mediadas por DREB2 a estresses abidticos.

Um estudo revelou que gene DRIP também apresenta uma regulagao
negativa controlada pela proteina TaSAP5 que atua como uma ubiquitina ligase E3
para mediar a degradagao do DRIP e, assim, aumentar os niveis da proteina DREB2A.
A superexpressao de TaSAPS5 promoveu a redugao da expressao dos genes DRIP e
aumento dos niveis de DREB2A e aumento da tolerancia a seca em Arabidopsis e
trigo (ZHANG et al., 2017).

A via de regulacdo FT-DREB2A-DRIP identificada em A. thaliana,
também parece estar presente em outras espécies, tais como em feijao caupi
(SADHUKHAN et al., 2014) e trigo (ZHANG et al., 2017).
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Figura 2. Quando a planta esta em condi¢gdes néo estressantes o gene DREB2 esta sendo expresso
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em baixos niveis, e acaba sendo submetido a via de degradagao ubiquitinada pelas proteinas DRIP1 e
DRIP2. A fungao dessas proteinas € marcar o gene DREB2, onde sera levado para o proteossoma 26S
onde ocorrera a degradacao desse gene. Em condi¢des estressantes a planta comega a aumentar a
expressao do gene DREB2 que vai iniciar uma cascata de resposta que confere tolerancia a planta sob
a condigao estressante. Com o silenciamento das proteinas DRIPs ocorrera um aumento na expressao
do DREB2 em condigbes normais, assim conferindo a planta uma resposta rapida caso ocorra um
estresse (REHMAN, 2015).

O conceito de "edicdo de genes" diz respeito a um procedimento que
envolve a introdugdo de alteragdes especificas em uma regido determinada do
genoma, com o intuito de modificar os proprios genes da planta, sem a insergao de
genes exogenos no genoma de interesse. Dessa forma, plantas que passam por essa
edicdo genética podem ser classificadas como convencionais e nao transgénicas
(JANSING et al., 2019).

Uma das ferramentas empregadas para a edi¢ao génica € o sistema
CRISPR-Cas, que foi inicialmente identificado em bactérias e descrito como enzimas
que associadas a um RNA-guia (QRNA) desempenham papel de defesa contra
infecgbes ocasionadas por bacteridfagos. As nucleases Cas localizam e clivam o RNA
viral através de uma sequéncia homologa presente no gRNA (HILLE et al., 2018).



A edicdo baseada em CRISPR/CAS9 é uma manipulacdo precisa e
simples, em plantas, esse método é baseado em duas moléculas principais, uma
endonuclease Cas9 e um RNA guia (gRNA). O gRNA é composto por duas pequenas
moléculas de RNA, a saber, CRISPR RNA (crRNA, uma sequéncia de 20 nucleotideos
complementar ao DNA alvo) e crRNA transativador (tracrRNA), que atua como um
andaime de ligacdo para a endonuclease Cas9. O reconhecimento do sitio alvo por
Cas9 requer a presenga de um motivo especifico adjacente ao protoespagador (PAM)
flanqueando imediatamente o sitio alvo. A endonuclease Cas9 direcionada pelo gRNA
promove a quebra da dupla fita de DNA, as quebras sao posteriormente reparadas
pelos mecanismos de reparo enddgeno das células (BHOWMIK et al., 2021) (Figura
3).

O gRNA é um componente importante do sistema CRISPR/Cas9, pois
determina a especificidade e eficacia da edicdo de genes (LIU et al., 2021). Uma
grande preocupagado € a presenca de grandes familias de genes em plantas e,
portanto, alta similaridade de sequéncias, que pode permitir a ligacao do gRNA fora
da regido de interesse, gerando efeitos adversos. Entdo € muito importe projetar um
gRNA com alta especificidade no alvo e baixo potencial de ligacdo fora do alvo.
Também é importante um protocolo eficiente para introduzir no genoma da planta os
componentes de DNA/RNA, bem como, protocolo para regeneragao de uma planta
inteira (OSAKABE et al., 2018).

A tecnologia CRISPR/Cas tem sido usada de forma eficiente para a
obtencgao de plantas com tolerancia a varios estresses abioticos, incluindo salinidade,
alagamento e seca (SHI et al., 2017; ZHANG et al., 2019) dentre elas arroz (FENG et
al., 2013; MIAO et al., 2013), trigo (SHAN et al., 2013), Arabidopsis e tabaco (LI et
al.,2013; NEKRASOQV et al., 2013). Colocar estudo em soja
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Figura 3: Mecanismos de Reparo do DNA: (A) Maquinaria CRISPR quebra a sequéncia de DNA e
podem ocorrer 2 tipos de reparo: (NHEJ e HDR). No mecanismo de reparo independente de homologia
(NHEJ) pode ocorrer duas situagoes: (B) Delegcdo da sequéncia e (C) Insercdao de uma sequéncia
mudando o frame de leitura. Ja no reparo dependente de Homologia (HDR) é requerido a presenca de
um DNA molde, que serve como referéncia para o reparo de cada uma das fitas do DNA. Imagem:
BARBOSA, D.A. (2022) baseado em SANDER; JOUNG, (2014).

2.5 Potassio e o Déficit Hidrico

Outra estratégia importante para responder as condigcbes ambientais,
€ o equilibrio na adubacido, nesse sentido a adubagdo potassica tem grande
importancia, pois o potassio (K) € um dos principais macronutrientes requerido pela
soja, porém é encontrado em baixas concentragcdes nos solos brasileiros (MOSTOFA
et al., 2022).

O K é um cation inorganico encontrado no citoplasma e desempenha
um papel essencial na atividade de diversas enzimas, incluindo aquelas envolvidas
no metabolismo primario. Sua contribuicdo € particularmente significativa para a
regulagao do turgor, um fator crucial em diversos processos vegetais (BLATT, 2016;
COTELLE, 2016), tais como a funcao estomatica, o crescimento do volume celular e



a integridade do continuo citoplasma-membrana-parede celular (TAKAHASHI, 2016;
LIU, 2015).

Para a fotossintese, a funcdo do ion K+ esta relacionada ao
funcionamento normal dos estdmatos e manutencao das condi¢cdes do cloroplasto em
relagdo ao turgor, pH e atividade de enzimas para a fixagdo fotossintética de CO2
(JOHNSON et al., 2022). A deficiéncia de K+ pode reduzir a taxa fotossintética devido
a alteragdes na anatomia foliar, diminuindo a condutancia do mesofilo. Isso pode
resultar na diminuicdo da area de superficie do cloroplasto por unidade de area foliar,
reducdo da condutividade estomatica e diminuigao do conteudo de clorofila (LU et al.,
2016; MARTINEAU et al., 2017).

E essencial manter concentracdes de K acima de um limiar critico nas
folhas para garantir taxas estaveis de assimilacao fotossintética de CO2. Abaixo desse
requisito, ocorre uma queda drastica na assimilacdo fotossintética. Assim, a
concentracdo tecidual de potassio é crucial para o funcionamento fotossintético
eficiente das culturas (TRANKNER et al., 2018).

A deficiéncia de potassio resulta em redugdao da condutincia
estomatica, aumento a resisténcia do mesofilo e diminuicdo da atividade da ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) nas plantas, o que eventualmente
diminuiu a taxa total de fotossintese (A), que aumenta a produg¢ao de ROS da planta,
acelerando o rapido dano fotoxidativo (WARAICH et al., 2012), além disso, o
desempenho do K esta na regulagao da abertura estomatica que é equilibrar a entrada
de CO2 e a remogao de vapor de H20 dos espacgos intercelulares (RAWAT et al.,
2022).

O envolvimento do potassio na regulacao estomatica esta relacionado
na regulagao do turgor dentro das células-guarda durante o movimento estomatico,
uma das fungdes do estdmatos é controlar a perda de agua da planta via transpiragao,
durante a escassez de agua, o fechamento dos estdmatos é seguido por uma rapida
liberagcdo de K das células-guarda para o apoplasto, o que impede que os estdmatos
permanecem abertos com suprimentos insuficientes do nutriente (Figura 4) (WANG et
al., 2013).

Os eventos que promovem as atividades estomaticas quando a luz
irradia para a célula vegetal e estimulam a abertura estomatica; a ativacdo da bomba
de protons ATPase, que ajuda a absorver potassio e seus anions associados, como
Cl- e malato, e a absorc¢ao de soluto e sintese de soluto organico, com o aumento da



quantidade de soluto e sacarose nos vacuolos da célula-guarda, eventualmente
diminuem o potencial osmotico (HASANUZZAMAN et al., 2018).

A entrada e saida de potassio normalmente estd em equilibrio em
plantas que recebem o fornecimento de K, no entanto, o crescimento da planta é
limitado na falta, isso ocorre devido ao fluxo excessivo de potassio causado pelo
aumento da permeabilidade da membrana celular e pode aumentar o potencial de
agua do citoplasma e diminuir a absorcao de agua da planta (WEI et al. 2013).

A deficiéncia interna de potassio pode resultar na diminuicao de
atividades enzimaticas dependentes do nutriente e perturbar o metabolismo fisioldgico
da planta (MARSCHNER, 2012). Além disso, na caréncia frequentemente
desencadeia vias de sinalizag¢ao celular sobrepostas e respostas celulares, incluindo
a reducao da producgao de clorofila e da capacidade fotossintética (RAZA et al., 2013).

A deficiéncia hidrica pode aumentar a permeabilidade da membrana
celular, levando a saida de K da célula, o que pode perturbar o metabolismo da planta
e limitar seu crescimento (WEI et al., 2013). Nessas condigdes, o potassio induz
tolerancia a seca regulando a pressao osmotica e de turgescéncia (ZAHOOR et al.,
2017). Além disso, mantém um equilibrio entre antioxidantes enddgenos e a produgao
de radicais livres (WARAICH et al., 2011). Uma quantidade equilibrada de K é crucial
para manter a saude das plantas, mesmo em condigdes de escassez de agua, e
assegura um rendimento e qualidade adequados dos produtos.

Além disso, a aplicagao de potassio apresenta efeitos positivos no pH
do solo, teor de fosforo disponivel e indice de diversidade microbiana. Também esta
envolvido na melhoria do sistema radicular sob déficit hidrico. Em canola (Brassica
napus L.), a aplicacdo em condi¢des de déficit hidrico resultou em alongamento do
comprimento da raiz, aumento da densidade radicular e equilibrio na relagao raiz-parte
aeérea para aumentar a absorgao de agua. Além disso, estimulou a secregao de acidos
organicos, contribuindo para aprimorar a aquisicao e utilizagado de nutrientes (XU et
al., 2021).
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Figura 4. Durante o déficit hidrico o potassio inicia uma via de resposta que atua na tolerancia da planta.

Esse processo pode ser realizado com potassio exdégeno ou concentracdo interna de K, essa cascata

desencadeia a ativagdo dos canais reguladores de K que elevaram a concentragédo no citosol de ions
de K e assim induzir o acumulo de soluto e translocagao dos fotossimilados que mantaram o ajuste
osmético, turgo, condutancia estomatica e fotossintético, a regulagdo da NADPH que reduzira os niveis
de espécie reativa de oxigénio (EROS), essa via metabdlica promovera o crescimento de raiz, broto e

aumento de area foliar. Todos esses vias que o potassio percorre acabam mantendo ou aumentado a

tolerancia da planta ao déficit hidrico (Wang et al., 2013).

2.6 Objetivo e Objetivo Especifico

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do silenciamento do

gene DRIP em soja e da adubacgao potassica sob condi¢cdes de déficit hidrico.

O objetivo especifico foi Identificar linhagens homozigotas de soja

editadas para silenciamento da proteina DRIP;

Determinar a expressao dos genes DREB2 e DRIP em condi¢ao de

déficit hidrico;

Demonstrar através de analises de componentes de producédo da

soja a relagao entre o silenciamento da proteina DRIP, a adubagao potassica e o

rendimento;




Demonstrar através da analise de parametros morfoldgico das raizes
o efeito da adubacéao potassica e do silenciamento da proteina DRIP na arquitetura
radicular;

Determinar através da analise de dleo e proteina o efeito das
condi¢des avaliadas nos componentes nutricionais da soja;

Determinar a melhor condi¢do de adubacéao potassica para as

linhagens de soja editadas para silenciamento da proteina DRIP
3 Material e Métodos

3.1 Obtengéo Da Cultivar Editada

A transformacédo de embrides de soja das cultivares convencionais
BRS 537, BMX Poténcia e BRS 283 foi conduzida de acordo com o protocolo
estabelecido por Kanamori et al. (2011), com uma modificagdo: a injuria foi aplicada
nao apenas na regido apical, mas em todo o embrido, visando aumentar a
probabilidade de células transformadas.

Apds o procedimento de injuria, os embrides foram incubados por 5
dias em meio soélido CCM, composto por Gamborg B5 Basal Medium 1/10X, Vitamina
B5 1/10X, sacarose 30g/L, MES 4,62 g/L, phytaagar 4 g/L, suplementado com BAP
1,67mg/L, GA3 0,25mg/L, AS 1 M, STS (Tiossulfato de sédio, 1M, 1% de DTT 1M e
CYS 400 mg/L, pH 5,4). Posteriormente, os embrides foram agrupados em 3 bulks
contendo 15 embrides cada. O DNA total foi extraido seguindo o protocolo de Doyle e
Doyle (1990), e sua integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%
(v/v). Para identificar a presenca de células transformadas, foi realizada uma PCR
convencional utilizando os primers U6cloning, os quais confirmam a presenca do

promotor Ubiquitina 6 da maquinaria Cas9, presente no vetor de transformacao.
3.1 Selecao De Linhagem Homozigota

O experimento foi conduzido em casa de vegetagcao da Embrapa Soja,
localizada no municipio de Londrina, Estado do Parana. Inicialmente, foram semeadas
245 sementes T1 da cultivar BMX Poténcia RR, editadas para o silenciamento dos
genes DRIP (Glyma.19G161700 e Glyma.03G159500). Os experimentos envolveram
analises moleculares para selecionar linhagens homozigotas de plantas de soja
editadas, livres da maquinaria Cas9. Isso foi realizado por meio de trés etapas de



PCR: uma para identificar a auséncia da maquinaria Cas9, outra para gerar
fragmentos de DNA especificos de cada gene editado e uma terceira para preparar
os fragmentos de DNA para sequenciamento subsequente. Essas analises garantiram
a identificagao precisa das linhagens desejadas.

O processo de extracdo de DNA seguiu o protocolo Doyle-Doyle
(1990), e a integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose. Em
seguida, o DNA foi submetido a PCR utilizando primers especificos para detec¢ao da
presencga da nucleasse Cas9 (Tabela 1), constituidas de: 50 ng de DNA molde, 10 mM
de Tris-HCI pH 8.3, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCI2, 0,15 mM de dNTP’s, 1 U de
Taq DNA polimerase e 0,4 uM de cada um dos primers, em um volume final de 25 pL.
As condi¢des de amplificagdo foram: desnaturagao a 95°C por 5 min, seguido por 35
ciclos de 95°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s, extensao a 72°C por 45 s e uma

extensao final a 72°C por 7 min.

Tabela 1. Primers especificos para selegédo de linhas homozigotas sem maquinaria Cas9.

ID primer Sequéncia Alvo de amplificagao
Cas9-F6 ACTCCAGAATGAGAAGCTGT
Cas9-R6 CCTTGTAGTCACCATACACG Cas?
ED2-DRIP-GMO3-F5 CTACCATTACCAACACCTC
ED-DRIP_GmO3-R GATTGAAGCTGTGTTTTACT Glyma.03G159500
ED2-DRIP-GM19-F5 ATTCCCTATTATCATCCATC

Glyma.19G161700
ED2-DRIP-GM19-R1 AGTCCACAACAACAGAAC

As plantas que nao apresentaram amplificacdo e, portanto nao
possuiam a maquinaria Cas, foram selecionadas para o sequenciamento para
confirmar a homozigose da edicdo. Entdo, foi realizada nova PCR com primers
especificos para a edigdo promovida em cada glyma (Tabela 1) seguindo as mesmas
condigcdes descritas acima. O DNA amplificado passou por purificagao utilizando o Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (EUA), de acordo com as recomendacgdes
do fabricante. O fragmento de DNA purificado foi utilizado nas rea¢des de amplificagao
para o sequenciamento. A reacao foi preparada em volume final de 20 uL composta
por 3 uL do produto de PCR purificado, 0,32 pmol dos mesmos iniciadores utilizados
na reagao de PCR convencional separadamente (Tabela 1), e o master mix do kit Big
Dye Terminator 3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific) seguindo as
recomendagdes do fabricante. A ciclagem utilizada foi composta por desnaturagao



inicial de 94°C por 1 min, seguida de 30 ciclos de 94°C por 15s, 50°C por 15s e 72°C
por 4 min. Apdés a amplificacdo, o produto de PCR foi purificado por precipitagéo
alcodlica e ressuspendido em 10 pL de Hi-Di Formamida (Thermo Fisher Scientific).
As amostras foram entdo, desnaturadas por 5 minutos a 95 oC e imediatamente
resfriadas em gelo. A separacdo dos fragmentos foi realizada em sequenciador
automatico de DNA modelo ABI 3500 (Applied Biosystems).

Os dados obtidos do sequenciamento foram analisados no software
ICE para identificar plantas homozigotas para edigdo nos dois glymas. Uma planta foi

selecionada para condugéo dos experimentos de déficit hidrico e trocas gasosas.
3.2 Experimento De Déficit Hidrico e Trocas Gasosas

Apds a obtencdo da cultivar BMX Poténcia RR n&o transgénica e
homozigota foi realizado o experimento que validaria o silenciamento dos genes DRIP
(Glyma.19G161700 e Glyma.03G159500) e o efeito do potassio nessa interacao.

O experimento contemplou duas condigdes hidricas distintas (controle
e déficit hidrico), cinco doses variadas de potassio (0, 50, 100, 200 e 400 mg kg-1,
fonte: KCI, 60% de K20) e duas cultivares (convencional e editado). O delineamento
experimental adotado foi em delineamento inteiramente casualizado 2 x 2 x 2 x 5,
com seis repeticdes. O substrato utilizado consistiu em uma mistura de solo e areia

na propor¢ao (2:1), cujos atributos quimicos estao detalhados na Tabela 2.

Tabela 2: Propriedades quimicas do solo utilizado para conducao do experimento

pH em CaCl2 5,98
Acidez Potencial (H+AI) 2,47 cmolc dm-3
Matéria Organica (MO) 24,49 g/dm3
CTC (pH7) 28,35 cmolc dm-3
CTC (Efetiva) 25,88 cmolc dm-3
Potassio (K*) 1,12 cmolc dm-3
Calcio (Ca?*) 1,12 cmolc dm-3
Magnésio (Mg?*) 4,08 cmolc dm-3
Sadio (Na*) 4,08 cmolc dm-3
Fosforo Mehlich 1 4,08 cmolc dm-2
Fosforo Mehlich 3 446,46 mg dm-3

Saturagéo por Base (V%) 91,28%



Sementes da linhagem de soja editadas e da cultivar convencional
foram germinadas em papel Germitest®, de acordo com as regras para analise de
sementes. Plantulas com radicula uniforme foram tratadas com inoculante
Bradyrhizobium japonicum (Atmo®©), 5,0x109 UFC mL-1 e transplantadas para vasos
e mantidas sob condi¢ao hidrica favoravel até o estadio de desenvolvimento V3 para
as avaliagdes no estadio vegetativo e R3 para as avaliagdes no estadio reprodutivo.

A adubacgéo potassica nas 4 concentragdes avaliadas (50, 100, 200 e
400 mg kg-1, fonte: KCI, 60% de K20) foi aplicada aos vasos tanto para o experimento
no estadio vegetativo quanto para o reprodutivo em duas etapas para evitar toxidez
nas concentracbes maiores de sal. Quando as plantas estavam em estadio de
desenvolvimento V1 foi aplicado 50% da concentracao e o restante quando as plantas
estavam em estadio de desenvolvimento V2.

Quando as plantas atingiram o estadio de desenvolvimento V3 os
vasos foram ensacados, e a irrigagéo foi interrompida para o tratamento de déficit
hidrico no estadio vegetativo, enquanto as plantas do tratamento controle continuaram
a ser irrigadas. O mesmo procedimento foi realizado no estadio R3 para as plantas
avaliadas no estadio vegetativo.

O estado hidrico das plantas foi monitorado por meio da leitura da
condutancia estomatica (gs), sendo consideradas sob déficit hidrico quando gs fosse
inferior a 0,2 mol H20 m-2 s-1, conforme descrito por Flexas et al. (2004) e Salinet et
al. (2009). Adicionalmente, foram realizadas medi¢cdes da taxa fotossintética (A),
concentragao interna de CO2 (Ci), taxa de transpiragao (E) e temperatura foliar por
meio de um analisador portatil de fotossintese modelo LCpro-SD (Li-6400).

Quando as plantas atingiram o déficit hidrico, foram coletadas folhas
para a extracdo de RNA e analise de expresséo génica. Apos esse periodo, as plantas

foram re-hidratadas e mantidas em casa de vegetacgao até o final do ciclo.
3.3  Determinagcao Componentes De Producgao e Qualidade Nutricional

Apods o estadio de maturacgao fisiolégica (R8), foram avaliados os
componentes de producgao, incluindo peso de graos (PG), numero de vagens (NV),
numero de graos por vagem (NGV) e peso de 100 sementes (P100). Além disso, foi
realizado o levantamento do componente morfolégico das raizes, especificamente a

massa seca de raizes (g por vaso).



Os teores de dleo e proteina nos graos foram quantificados por meio
da técnica da Espectroscopia na Regido do Infravermelho (NIR), que abrange uma
varredura entre 1100 a 2500 nanédmetros (nm). O NIR é uma técnica analitica que
utiliza a radiacao infravermelha para determinar a composicdo quimica de uma
amostra. Ela mede a absorg&o da luz em diferentes comprimentos de onda, gerando
um espectro caracteristico que permite identificar e quantificar os constituintes

presentes na amostra (Tibola et al. 2018).
3.4 Extracdo Do RNA e Reacdo De RT-QPCR

O RNA total foi extraido das amostras de folhas de soja utilizando o
reagente Trizol®, conforme as orientacbes do fabricante. Apdés a extracédo, as
amostras foram tratadas com DNAse | (Invitrogen, Carlsbad, CA) para eliminar
possiveis residuos de DNA. Em seguida, o cDNA foi sintetizado utilizando o kit
Superscript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA), seguindo
as instrugdes do fabricante.

As reacodes de RT-gPCR foram conduzidas com o kit Platinum® SYBR
Green® qPCR SuperMix UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA), conforme as orienta¢des do
fabricante. A quantificacédo relativa da expressao génica foi realizada em ftriplicata
bioldgica e técnica (n = 9) em um termociclador 7900HT (Applied Biosystems). As
reagdes consistiram em cDNAs, primers F e R a 0,2 uM e 1x tampao de reacao
Platinum® SYBR Green® qPCR SuperMix UDG (Invitrogen). O protocolo de ciclagem
incluiu um periodo de incubagdo a 50°C por 2 min, seguido por um ciclo de
desnaturagao a 95°C por 2 min, 40 ciclos de amplificagao a 95°C por 15 s e 60°C por
60 s, e uma etapa de curva de melting a 95°C por 15 s, 60°C por 15 s e 95°C por 15
s. A normalizagdo da expressao génica foi realizada utilizando os genes da B-actina
(Glyma.15G050200 — primer F 5-GAGCTATGAATTGCCTGATGG-3/ primer R
5CGTTTCATGAATTCCAGTAGC3 e Fyve (Glyma.13G114700 - primer F
5TTCTGTCTTCTGCAAGTGGTGI'/ primer R
5 GATCCCTCATCCATACATTTCAGZY’) (Tabela 3) definidos como genes referéncias
para soja (MARCOLINO-GOMES et al., 2015). A expressao foi determinada através
da férmula Log2FC, adaptada de acordo com as eficiéncias dos primers (PFAFFL,
2001).



Tabela 3. Sequéncias de primers forward (F) e reverse (R) desenhados para os genes GmDRIP e

GmDREB2A, a serem utilizados na quantificagao de expressao génica via RT-qPCR.

Eficiéncias

Gene Sequéncia Primers - Sequéncia 5- 3’ Amplicon o
(o]

F-CACCGTGAAGGATACTGGATA
Glyma.03G159500 82 98
R-TGAGCATTACAGCGACTACC

F-GCCTGGTTAGAAGTTTGTTGAG
Glyma.19G161700 107 87
R-GTTTGCATTTGTTGGCTATTGG
GmDRIP

F-CTGTTCTGTTGGTCATTGTAGTG
Glyma.02G141500 96 88
R-ATCCAAGAAACCATCTGTAGCA

F-AATCGAAAACCTTCCCAGAA
Glyma.10G032500 104 95
R-TCTAGCAGGAGAGGAGATTT

F-TGATGAGTCTGCGTTGATGC
DREB2A Glyma.14G056200 133 97
R-TCCCAACAACTTGGCATCTG

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlises, onde foram realizadas
verificagcbes de normalidade e homogeneidade dos dados por meio de testes como
Shapiro-Wilk e Hartley. A analise de variancia (ANOVA) foi empregada para comparar
médias entre tratamentos, revelando possiveis diferengcas significativas.
Posteriormente, o teste de Tukey foi utilizado para realizar comparag¢des detalhadas
entre as médias, identificando tratamentos distintos. Todas as andlises foram

conduzidas com um nivel de significancia de 5% no software R.
4 Resultados
4.1  Selegao Linhagem Homozigotas

O sistema CRISPR/Cas foi inserido no genoma de uma variedade
convencional de soja por meio de um vetor, o qual foi removido nas geracdes
seguintes através de segregacao mendeliana por meio do avang¢o de geragédo por
autofecundacao. Testes moleculares de reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
seguido de sequenciamento foram utilizados para identificar as plantas que nao
herdaram os elementos genéticos do vetor CRISPR/Cas, mas que herdaram o gene

com a mutacao desejada.



Para avaliar o efeito da edicdo na resposta ao déficit hidrico é
necessario que a planta esteja em homozigose, para que néo haja segregacgéo entre
os individuos ou variagdo no nivel de expressao do gene em estudo, que afetaria os
resultados observados.

Na Figura 5A a presenca de amplificagdo da planta editada TO indica
presenca da maquinaria Cas9, enquanto auséncia de amplificacao nas linhas editadas
T1 evidencia a auséncia da maquinaria. No Glyma.03G159500 a edi¢ao obtida foi a
delegcédo de quatro bases, enquanto no Glyma.19G161700 ocorreu a delegédo de 10
bases, e 0 sequenciamento da linha editada na geracdo T1 apresentou 100% de

edicao, portanto a linhagem esta em homozigose para os genes editados (Figura 4C).

— — — — — — — — ——
A o -— -— -— B ™ — ™ — — —
& £ £t L @© 0 =R B B i B
= - & ® ‘G o =
« & & & * £ O & 9 NP e w 9 G0 g
T T T T O @ = (] © 0 G o = © © ® G o
g 2 & & B w4 m o f o T T e 6 A U 8 B e ]
5 5 5 5 ] [o] [~ © © © O c © © © @D c
w w w w O a o = = A= - s 2 2 = 29 ol
. O T © [+) et > e o T o ot
w w w o 1] i i i w o (an]
Glyma03 — Glyma1l9
=
s
——y —
——— — —
| —
Cuscte Tarpee PAM Sequence et %, (7 Idocied Fir (87 (0 Knockout -Score ()
AAGACATTCGGATATGGTTG TGG 100 100

e Gy T o A T

(@]
ie g

RELATIVE CONTRIBUTION OF EACH SEQUENCE (NORMALIZED) G Ivm 303

INDEL  CONTRIBUTION » SEQUENCE
n - —-100% AACAAGTTGTTCAGGEBAAG ACAA ATETCTTCACACGTEGTEGAG T TCTTITCTITTCTY

Stanm (2 Gt Targoe PAM Soquence inced % (7 ol Fix (&) (2 Knockout - Score |
] GAGACATTCGGATATGGTTG T66 100 100
RELATIVE 1ON OF EACH (Fid) lema 19

INDIL CONTRIBUTION + STQUINCE
4 % GECAAGCTCTTCAGAGAAS ACA TAT GAATETCT A GTEGTGAG T T T T T T

Figura 5. Analises moleculares para determinagéo de linha editada homozigota sem maquinaria Cas9.
Em A resolugao da PCR para a auséncia de Cas9. Em B amplificagdo dos glymas DRIP editados. Em

C analise do sequenciamento demonstrando homozigose dos genes DRIP editados.
4.2  Experimento De Déficit Hidrico e Trocas Gasosas No Estadio Vegetativo

Nao foram observadas diferengas nos dados de fotossintese (A) e

condutancia estomatica (Gs) entre a cultivar BMX Poténcia RR com edigao genética



e sem edigao, sob as duas condigdes estabelecidas (Grafico 1A e C). No entanto,
destaca-se que houve significancia nos valores de concentragao intercelular de CO2
(Ci) para a cultivar sem edigao, especificamente na dose de 50 mg/kg de potassio,
(Gréafico 1B).

Fotossitese A Condutancia Estomatica Vegetativo C
25 0,60
- 20
w
b 0,40
E1s "
<) c 0,30
% 1 D 20
g o
5 o 10
0
100 100
Dose de Potassio em mg!kg Dase de Potassio em mgrkg
= Editado Controle =P la Control = Editado DH ' Potencia DH mEditado Controle  mPotencia Controle wEditado DH ~ Potencia DH
Concentragdo Intercelular de CO, B

400

< 300

o

E 250

<)

g 200

3 150

5 100
0

100
Dose de Potassio em mgn‘kg

3

Editado C | P iaControle mEditado DH  Potencia DH

Grafico 1. Andlises de trocas gasosas no estadio vegetativo em plantas de soja da cultivar BMX
Poténcia RR com edicdo de genes DRIP e sem edicdo em experimento realizado em casa de
vegetacado. Os graficos representam os valores de Fotossintese (A), Condutancia estomatica (Gs) e
Concentracgao intercelular de CO2 (Ci) amostrados em plantas de soja sob déficit (DH) e controle. Letras

representam comparacao entre cultivares (BMX Poténcia RR nao e editada).

Na condicdo de DH sem a presenca de potassio, a cultivar BMX
Poténcia RR editada, foi significativamente melhor em comparagao com a cultivar sem
edicdo. Além disso, na condicdo de controle e com a dose de 100 mg/kg de K, a
cultivar com edicdo mostrou ser superior (Grafico 2A). Em peso de raiz nao foi
observado significancia entre as cultivares, mas teve uma tendéncia em relacéo a

doses de potassio (Grafico 2B).
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Gréfico 2. Altura das plantas e peso de raiz no estadio vegetativo em experimento realizado em casa
de vegetagdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia RR com edi¢édo de genes DRIP
e sem edicdo sob déficit (DH) e controle. Letras representam comparagéo entre cultivares (BMX

Poténcia RR nao e editada)



4.3 Determinagdo Componentes De Producao e Teor De Nutrientes Do Grao

Em relacdo aos componentes de producédo, as plantas editadas que
estavam sob a condig¢ao controlem mostraram resultados superiores na produtividade
de vagens (PV), sementes (PS) e peso total de sementes (PTS) para as doses de 0,
50 e 400 mg/kg de K (Grafico 3). No entanto, o peso de 100 sementes ndo apresentou

diferenca entre as cultivares (Grafico 3C).
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Grafico 3: Componentes de produtividade das plantas no estadio reprodutivo em experimento realizado
em casa de vegetacdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia RR com edicdo de
genes DRIP e sem edigéo sob déficit (DH) e controle. Letras representam comparagao entre cultivares
(BMX Poténcia RR sem e editada).

Na dose de 50 mg/kg de potassio, a planta editada sob condigéo
controle apresentou significancia em relagao a cultivar BMX Poténcia RR para o teor
de dleo (Grafico 4A). Além disso, no teor de proteina, houve significancia para a
cultivar editada sob condicao de controle na dose de 200 mg/kg de K (Grafico 4B).
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Gréfico 4: Componentes nutricionais (6leo e proteina) das plantas no estadio vegetativo em
experimento realizado em casa de vegetacdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX
Poténcia RR com edigéo de genes DRIP e sem edi¢do sob déficit (DH) e controle. As letras

representam comparagao entre cultivares (BMX Poténcia RR e Linha Editada)

Na analise dos teores de acidos graxos, observaram-se diferengas
significativas entre as cultivares BMX Poténcia RR e a cultivar editada. No que se



refere ao teor de acido palmitico, a cultivar BMX Poténcia RR demonstrou significancia
em comparagado com a cultivar editada, sendo esse padrdo mantido em diversas
concentragdes de potassio, incluindo 0, 50, 200 e 400 mg/kg (Grafico 5A).

Quanto aos teores de acido estearico, a cultivar BMX Poténcia RR
apresentou predominancia na dose sem o potassio, destacando-se como a cultivar
mais significativa nesse contexto especifico (Grafico 5B). Ja nos teores de acido
oleico, a cultivar editada revelou-se significativa em relagéo a cultivar BMX Poténcia
RR nas duas condigdes distintas (controle e DH) e nas doses de 0 e 200 mg/kg de K
(Grafico 5C). No teor de acido linolénico, observou-se significancia na dose de 400
mg/kg para a cultivar BMX Poténcia RR, especialmente quando submetida a condigao
de déficit hidrico (Grafico 5E).

Em relacdo ao teor linoleico, a cultivar BMX Poténcia RR demonstrou
significancia nas doses de 50 e 200 mg/kg de K. Sem a presencga de potassio a cultivar

editada sob déficit hidrico se destacou como significativa nessa variavel (Grafico 5D).
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Gréafico 5: Teores de acidos graxos nos graos de soja das plantas no estadio vegetativo, em
experimento realizado em casa de vegetagdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia
RR com edicdo de genes DRIP e sem edicdo sob déficit (DH) e controle. Letras representam

comparacgao entre cultivares (BMX Poténcia RR nao e editada)
4.4  Analise De Expressao Génica No Estagio Vegetativo

Em folhas de soja foi observado que a expressdo dos genes
Gm03g159500 e Gm19g161700 que foram editados apresentaram uma expressao
génica maior que os genes Gm02g141500 e Gm10g032500 que n&o foram editados,

o gene DREB2A apresentou uma alta expresséo na planta editada (Grafico 6).
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Gréfico 6: Expresséo génica em folhas de soja das plantas no estadio vegetativo, em experimento
realizado em casa de vegetagdo amostradas em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia RR com

edicdo de genes DRIP e sem edicéo.

4.5 Experimento De Déficit Hidrico e Trocas Gasosas Reprodutivo

Os resultados das analises das variaveis fisiologicas, incluindo
fotossintese (A), condutancia estomatica (Gs) e concentragao intercelular de CO2
(CI), revelaram que nao houve diferencgas significativas entre a Cultivar BMX Poténcia
RR com edicdo e sem edigao génica, independentemente das doses de potassio

avaliadas (Gréfico 7).
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Grafico 7: Analises de trocas gasosas no estadio reprodutivo em plantas de soja da cultivar BMX
Poténcia RR com edicdo de genes DRIP e sem edicdo em experimento realizado em casa de
vegetacao. Os graficos representados os valores de Fotossintese (A), Condutancia estomatica (Gs) e
Concentracéo intercelular de CO2 (Ci) amostrados em plantas de soja sob déficit (DH) e controle (C).
Letras representam comparacao entre cultivares (BMX Poténcia RR nao e editada)

Em relagdo a altura das plantas, observou-se significancia para a
cultivar editada em ambas as condi¢des controle e DH nas doses de 50, 200 e 400
mg/kg de K (Grafico 8A). No que diz respeito ao peso de raizes, a cultivar editada
demonstrou efeitos significativos do potassio nas concentragdes de 50 e 100 mg/kg

de K, além de evidenciar um efeito do gene na dose de 400 mg/kg de K (Grafico 8B).
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Grafico 8: Altura das plantas e peso de raiz no estadio reprodutivo em experimento realizado em casa
de vegetagdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia RR com edicédo de genes DRIP
e sem edicdo sob déficit (DH) e controle. Letras representam comparagéo entre cultivares (BMX

Poténcia RR nao e editada)



4.6 Determinagdo De Componentes De Producio e Qualidade Do Grao

Os resultados dos componentes de producao revelaram que a cultivar
editada, quando cultivada sob condi¢cbes de controle, alcangou o maior rendimento
em todos os aspectos avaliados na dose de 400 mg/kg de K (Grafico 9).

Além disso, observou-se um efeito do gene na resposta a alta
salinidade, sugerindo que a cultivar editada pode apresentar uma melhor adaptagao
ou tolerancia a condicdes de estresse salino em comparagao com a cultivar ndo

editada.
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Grafico 9: Componentes de produtividade das plantas no estadio reprodutivo em experimento
realizado em casa de vegetagdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia RR com
edicédo de genes DRIP e sem edi¢ao sob déficit (DH) e controle (C). Letras representam comparagéo

entre cultivares (BMX Poténcia RR sem e editada

Na analise dos teores de o6leo, a cultivar BMX Poténcia RR sob
condicao de controle apresentou significancia, indicando uma influéncia positiva dessa
cultivar nesse aspecto. No teor de dOleo a cultivar BMX poténcia sob condi¢gao de
controle mostrou significancia, e no teor de proteina néo teve efeito do gene e doses
de potassio (Grafico 10A). No entanto, para o teor de proteina ndo foram observados

efeitos significativos do gene ou das diferentes doses de potassio (Grafico 10B).



Teor de Oleo A
25

A
B
20
1
1
0 50 1 200 400

Dose de Potassio em mg/kg

%
w o 3]

o

m Editado Controle mPotencia Controle mEditado DH Potencia DH

Teor de Proteina B

Dose de Potassm em mglkg

8888

m Editado Controle mPotencia Controle mEditado DH Potencia DH

Gréafico 10 Componentes nutricionais (6leo e proteina) das plantas no estadio reprodutivo (B) em
experimento realizado em casa de vegetagdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia
RR com edigédo de genes DRIP e sem edigdo sob déficit (DH) e controle (C). As letras representam

comparagao entre cultivares (BMX Poténcia RR e Linha Editada)

Nos teores especificos de acidos graxos, observa-se que o teor de
acido palmitico apresenta significancia no tratamento sem aplicagao de potassio para



a cultivar BMX Poténcia RR sob déficit hidrico (Grafico 11A). Para o acido estearico,
a significancia é notada na dose de 400 mg/kg de K (Grafico 11B). No entanto, no teor
de acido oleico, ndo foram observados efeitos significativos do gene ou das diferentes
doses de potassio (Grafico 11C). Quanto aos teores de linoleico e linolénico, destaca-
se o efeito significativo do potassio, especialmente nas doses de 100 e 400 mg/kg de

K, para a cultivar editada sob controle (Grafico 11D e E).
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Gréfico 11: Teores de acidos graxos nos grdos de soja das plantas no estadio reprodutivo, em
experimento realizado em casa de vegetagdo amostrados em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia
RR com edicdo de genes DRIP e sem edigao sob déficit (DH) e controle (C). Letras representam

comparagao entre cultivares (BMX Poténcia RR nao e editada)



4.7 Analise Da Expressao Génica No Estagio Reprodutivo

Em folhas de soja foi observado que a expressado do gene DREB2A
tem uma alta expressao na planta editada e o gene Gm03g159500 e Gm10g032500,

apresentou maior expressao na cultivar BMX Poténcia RR (Grafico 12).
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Grafico 12: Expressao génica em folhas de soja das plantas no estadio vegetativo, em experimento
realizado em casa de vegetagdo amostradas em plantas de soja da cultivar BMX Poténcia RR com

edicado de genes DRIP e sem edicao.

5 Discussao

A altura das plantas desempenha um papel crucial no rendimento das
plantas, sendo influenciada por fatores como o estresse hidrico. O presente estudo
destaca a aplicacdo de K como um mitigador eficaz do efeito do déficit hidrico,
resultando em um aumento significativo na altura da cultivar editada (OMNIA et al.,
2022). Este achado esté alinhado com pesquisas anteriores de STEINER el al., (2022)
que demonstraram o impacto positivo da aplicagdo de nutrientes no crescimento
vegetativo e reprodutivo, mesmo em condi¢cdes de estresse hidrico prolongado.

Um estudo sobre aplicagao de potassio via solugao de solo ou folhear,
pode influenciar os resultados (DAR et al., 2021) pode ser observado nos graficos
onde o K beneficiou a produtividade no estadio vegetativo (Grafico 3). Enquanto
estudos similares com girassol (Helinathus annus L.) indicaram que a aplicagéo de K
nao influenciou a altura das plantas em situagdes de estresse hidrico prolongado,



ressalta-se que a resposta das plantas a esse nutriente pode variar dependendo da
cultura e das condi¢des especificas. Nos resultados apresentados o potassio mostrou
ter efeito no estadio reprodutivo (Grafico 9) isso € uma observacéo diferente do estudo
de Helinathus annus L. em girassol.

Para o amendoim (Arachis Hypogaea L.), a aplicagao de K apresentou
resposta significativa na altura da planta em condigdo de déficit hidrico, conforme
evidenciado por Abdelraouf et al. (2023). Esses resultados estdo alinhados com
estudos anteriores, incluindo os de Afify et al. (2019) e Aimeida et al. (2015). Esses
efeito do potassio foram observados no experimento durante o estadio vegetativo e
reprodutivo indicados pelos graficos apresentados (Grafico 2;8).

Em batata (Solanum tuberosum L.) teve um aumento na matéria seca
da parte aérea (MSPA) na matéria seca total (MST) e massa seca de raiz (MSR)
(BAHAR et al 2021). Em plantas de colza (Brassica napus) a aplicagéo de K teve o
efeito de alongar o comprimento da raiz para a obtengédo de agua assim aliviando o
estresse hidrico (XU et al.; 2021), teve uma relagdo da MSR no estadio vegetativo
para a cultivar editada controle (Grafico 2)

Na soja, observou-se um efeito semelhante ndo apenas na altura,
mas também na matéria seca da parte aérea (MSPA) e na matéria seca total (MST).
Isso sugere que os efeitos adversos da seca no crescimento da parte aérea das
plantas de soja foram mitigados pelo adequado fornecimento de potassio, como
indicado por Steiner et al. (2022). O que foi observado foi que o K no estagio
reprodutivo teve um incremento na massa seca da raiz (Grafico 8).

Além disso, evidéncias sugerem que as alteragcdes induzidas pelo
estresse hidrico durante a fase vegetativa podem ser reversiveis, com a recuperagao
das plantas quando o estresse ¢é aliviado (JUMRANI et al., 2018). Essa capacidade
de recuperacgao ressalta a dinamica complexa das respostas das plantas a diferentes
condi¢cbes ambientais e a importancia de estratégias, como a aplicagdo de potassio,
para melhorar a resisténcia e 0 desempenho das plantas sob estresse. Esse estudo
de Jumrani et al., (2018) foi observado no estadio vegetativo quando as plantas
recuperaram apos o déficit hidrico, pode ser observados pelos graficos de rendimento

Isso ndo se manifesta durante a fase reprodutiva, na qual a planta
apresenta uma demanda significativa por agua e nutrientes. Se houver deficiéncia em
algum desses requisitos, a planta inicia um mecanismo de aborto de flores e vagens

assim diminuindo a sua produtividade. Os graficos de rendimento indicam a auséncia



de efeito do gene, e o K n&o parece ser eficaz em mitigar os efeitos do déficit hidrico
(DU et al., 2020). No entanto, ¢ interessante notar que a aplicagdo de K nas plantas
de controle demonstrou um aumento consistente no rendimento, o que esta em
conformidade com os resultados observados por Liu et al., (2022) onde a aplicagéo
de potassio aumentou a produtividade.

A aplicagdo de K durante o estagio vegetativo resultou em um
aumento nos componentes de producdo, com uma correlagdo positiva entre a dose
de K aplicada e os resultados, como destacado no estudo de Fang et al. (2023) onde
a aplicacao de potassio teve efeito da produtividade da semente. Esse achado esta
em consonancia com pesquisas relacionadas a aplicacao de nanofertilizante de K no
amendoim, que demonstrou um aumento na producdo de sementes, conforme
evidenciado por Afify et al. (2019).

Um experimento conduziu por Shah et al. (2017) concluiu que o
estresse hidrico afeta os atributos de crescimento do trigo, enquanto a aplicagao de
potassio impulsionou o crescimento e também as caracteristicas de rendimento do
trigo sob condi¢des de estresse hidrico. E em milho o déficit hidrico afetou o peso de
grao e o rendimento de grdos, mas com a aplicagao de K teve significancia nesses
componentes, e também em condi¢des irrigadas o K teve esses mesmo efeito de
aumento (UL-ALLAH et al., 2020). Esse estudos correlacionam com os resultados
obtidos em componentes de produg¢do onde com a aplicagao de potassio obtivemos
um aumento de graos.

A relevancia significativa da soja esta intrinsecamente ligada a sua
composic¢ao, destacando-se principalmente pelos elevados teores de proteina (38-
42%) e Oleo (18-22%). Essa composigao robusta confere a soja uma versatilidade de
usos, desde a alimentagdo humana e animal até aplicagdes na industria farmacéutica,
industria quimica e produgao de biocombustiveis (PATIL et al., 2018).

Proteina e 6leo emergem como os nutrientes mais abundantes na
soja, desempenhando papeéis cruciais em sua utilidade. No entanto, opinides
divergentes surgem em relacdo ao efeito da aplicagdo de potassio na soja,
especialmente no que diz respeito aos teores de proteina e 6leo. Conforme apontado
por Gupta et al., (2022), a aplicagéo de potassio resultou em um aumento no teor de
Oleo da soja, mas, paradoxalmente, contribuiu para a reducdo do teor de proteina,
revelando uma relagdo inversamente proporcional entre esses dois importantes

componentes. Essa relagcdo que esses teores possuem pode nao ocorrer, isso foi



observado nos graficos de teores de Oleo e proteina no estadio vegetativo (Grafico 4)
e reprodutivo (Grafico 10)

No estudo de Bellaloui et al (2013) mostrou que aplicagdo de
fertilizante de potassio resultou um aumento em proteina e 6leo indicando que a
classica relagao entre 6leo e proteina nem sempre ocorre, também foi relatado que o
fertilizante K ndo influenciou os teores de estearico e linoleico mas teve influéncia nos
teores de oleico. Esse resultado obtido por Bellalou foi observado nos teores de dleo
e proteina nos estadio no vegetativo e reprodutivo assim contradizendo o estudo de
Gupta et al., (2022)

Nos acidos graxos, o déficit hidrico revelou influéncia nos teores de
palmitico, estearico, oleico e linoleico, conforme observado no estudo de Wijewardana
et al. (2019). Durante o estresse hidrico, foi constatado um aumento nos teores de
acido oleico e estearico. Essa resposta foi particularmente evidente no periodo
vegetativo das plantas editadas em ambas as condigbes, especialmente em relagao
aos teores de acido oleico.

O déficit hidrico pode afetar a taxa de acumulo de acidos graxos,
afetando as enzimas dessaturase de acidos graxos, uma outra razdo para a
concentragao de acidos graxos pode ser devida a disponibilidade limitada de agucares
nas plantas de soja e a translocacao das folhas para as sementes (Igbal et al., 2018).
No estudo realizado por Dar, Javed Shabbir et al., (2021) no girassol a aplicagao de
potassio teve efeito nos acidos estearico, linoleico e enquanto o déficit hidrico
influenciou os teores de oleico.

Nao ha estudos relatando o numero de genes DRIPs presentes no
genoma da soja. Barbosa (2022) identificou quatro genes DRIPs em soja ortélogos de
genes DRIPs de Arabidopsis, que foram descritos como reguladores negativos de
DREB2A e que promoveram aumento de tolerancia a seca em Arabidopsis (QIN et al.,
2008). O silenciamento de dois desses genes DRIPs de soja analisados nesse estudo,
nao resultou em aumento de tolerancia ao déficit hidrico, mas considerando que quase
75% dos genes da soja estao presentes em multiplas copias (SCHMUTZ et al., 2010),
pode ser necessario o silenciamento de todas ou multiplas cépias de uma familia
genica para observar o efeito esperado, pois o silenciamento de um gene pode
desencadear uma compensacao de fungao em outro gene da familia.

Outro aspecto a ser considerado, € que multiplas ligases E3 podem

atuar na mesma via de uma resposta ao estresse ou até mesmo em um substrato



comum para ajustar a resposta. Essa atividade ocorre a em uma rede complexa para
regular a resposta de acordo com a forga do estresse (QIN, et al. 2008, MORIMOTO
et al., 2017). Neste estudo, observamos que os genes DRIPs e DREB2A foram mais
expressos quando o déficit hidrico foi imposto no estadio vegetativo (Grafico 6).

Em Arabidopsis thaliana, plantas com silenciamento do gene DRIP
mostraram aumento da expressao do gene DREB2A e maior tolerancia a seca (QIN
et al., 2008). Considerando-se esta via de regulagdo, o nocaute de proteinas DRIP da
soja, potencialmente aumentaria os niveis celulares de DREB2A. Plantas
transgénicas de soja superexpressando o gene DREB2A apresentaram tolerancia a
seca (MARINHO, et al., 2022). Embora nao tenha sido evidenciada essa resposta nas
plantas editadas, o nivel de expressdo de DREB2A pode ter sido insuficiente para
ativar as resposta moléculas, ndo resultando em tolerancia da planta. Estudos
complementares serdao necessarios para elucidar a complexidade dos processos que
afetam a regulagéo envolvendo os genes DRIP e DREB2A em resposta aos estresses

abidticos.

6 Conclusao

O estudo atual destacou o efeito positivo do potassio (K) em varias
caracteristicas das plantas, como altura, massa seca da raiz, componentes de
producao e teores de Oleo, proteina e acidos graxos, quando em condi¢cbes de
controle. Nao que diz respeito a mitigagao do déficit hidrico, a adubagao com potassio
nao foi demonstrada eficacia. Embora o K tenha sido benéfico em condi¢cdes de déficit
hidrico moderado, em situagdes de déficit hidrico severo, onde a deficiéncia de agua
dentro da planta compromete os processos metabdlicos, tornando o efeito do potassio
menos significativo.

Além disso, a manipulacdo dos genes DRIPs foi realizada em um
aumento da expressao do gene DREB2A em condigdes de déficit hidrico, porém nao
resolvido em um aumento da tolerancia a seca. Sugere-se que o silenciamento dos
outros dois genes DRIPs da soja pode ser necessario para induzir niveis mais
elevados de expressdao do gene DREBZ2A e, consequentemente obtendo uma

resposta significativa.
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