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As plantas, em seu ambiente natural, estdo expostas a diversas condicdes
adversas. O déficit hidrico, juntamente com a alta salinidade, compreendem os fatores
ambientais que mais afetam o crescimento e a produtividade vegetal inclusive de
culturas de importancia econémica, como a soja. Nos ultimos anos, a ocorréncia de
periodos prolongados de estiagem, principalmente durante o verdo, tem se tornado
cada vez mais frequente. Logo, prejuizos financeiros significativos em diversas regides
produtoras tém ocorrido (MANAVALAN et al., 2009). Portanto, o desenvolvimento de
plantas de soja mais tolerantes a seca se tornou foco fundamental das pesquisas
cientificas, principalmente através de estudos relacionados a regulacdo da expressao
génica, que buscam entender como a maquinaria celular e molecular ativa e regula a
expressao de genes (transcriptoma) responsivos a estresses abioticos.

Além da importancia de prospectar genes envolvidos na resposta da planta ao
estresse, a busca por promotores induzidos nestas condigbes adversas tem se
tornado cada vez mais importante em soja (MARUYAMA et al., 2012). Os promotores
sdo regides localizadas a uma curta distancia da extremidade 5 de um gene,
responsaveis pela ativagdo e regulagdo da expressdo génica, através da ligagcdo de
fatores de transcricdo nos cis-elementos presentes nestas sequéncias, e que
sinalizam para a inducao de respostas a diversos estresses.

Dentre as cascatas de transducdo de sinais envolvidos na resposta ao déficit
hidrico, encontram-se genes induzidos e nado induzidos por ABA (4cido abscisico)
(SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Na regidao promotora dos genes
responsivos ao ABA os principais cis-elementos identificados foram ABRE (CHOI et
al., 2000; Uno et al., 2000), sitios de reconhecimento MYC (ABE et al., 1997), MYB
(URAO et al.,, 1993) e NAC (TRAN et al., 2004) e na regido promotora dos genes da
rota independente de ABA encontra-se os cis-elementos DRE (LIU et al., 1998).

Assim, o perfil de expressado génica da cultivar de soja Embrapa 48, tolerante
ao déficit hidrico, foi analisado através de microarranjos de cDNA, em plantas
submetidas a déficit hidrico moderado - DHM (dois dias sem irrigacao) e severo —-DHS
(seis dias sem irrigagdo). A partir desse perfil foram escolhidos transcritos que
apresentaram FC>20 e cujos promotores continham cis-elementos de resposta a seca.
A validagéo de transcritos identificados como diferencialmente expressos foi realizada
via RT-gPCR nas cultivares Embrapa 48 (brasileira), Wiliams 82 (americana) e
Nourin2 (japonesa) submetidas a suspenséao da irrigagdo por dois, quatro e seis dias
consecutivos. Depois de validados, os genes escolhidos foram submetidos a uma
busca por putativos cis-elementos envolvidos na resposta a seca, em suas sequéncias
promotoras.

Os resultados identificaram 6.237 e 18.547 transcritos diferencialmente
expressos em resposta ao déficit hidrico moderado e severo, respectivamente. No
DHM foram identificados 2.924 transcritos up regulados (FC >2) e 3.313 down
regulados (FC <-2). Ja as plantas submetidas ao DHS 8.866 transcritos up regulados
(FC >2) e 9.681 down regulados (FC <-2) foram identificados. Entre os transcritos up
regulados, 1.963 foram identificados como diferencialmente expressos em ambas as
condigbes de déficit hidrico, 751 apenas no déficit moderado e 6.717 no severo.
Quanto aos transcritos down regulados, 2.557 foram reprimidos em ambos os
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tratamentos, 570 identificados unicamente no déficit hidrico moderado e 6.914 no
severo. 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 hidrico severo e reprimidos no moderado. Dentre os
genes identificados nos tratamento de déficit hidrico, 3.717 foram classificados de
acordo com as funcbes moleculares do Gene Ontology. Os transcritos que
apresentaram maior expressao no DHS foram classificados na classe das dehidrinas e
proteinas LEA, seguidos da classe de ubiquitinizacdo e metabolismo de outros
aminoacidos. Dados semelhantes foram obtidos para os transcritos diferencialmente
expressos no DHM, com excecdo da classe de ubiquitinizagdo, uma vez que neste
tratamento a maior expressado ocorreu para a classe de metabolismo de lipidios. O
perfil de expressdo para os transcritos identificados como down regulados foi
semelhante em ambos os tratamentos. Dentre esses transcritos estdo os da classe da
fotossintese, biossintese de outros metabolitos secundarios e metabolismo e
biodegradacao de xenobidticos.

Para validar os resultados obtidos com os microarranjos de cDNA, o perfil de
expressao de alguns transcritos diferencialmente expressos, que apresentaram FC>20
nas plantas submetidas a um ou ambos os tratamentos de déficit hidrico, foi analisado
em amostras das cultivares Embrapa 48, Nourin2 e Williams 82 sob condi¢bes de
déficit hidrico. Os resultados mostraram que todas as cultivares apresentaram murcha
progressiva no decorrer dos dias sem irrigacdo, sendo este efeito mais pronunciado no
sexto dia do tratamento experimental. A andlise da expressédo génica indicou que na
cultivar Embrapa 48 os valores de expressdo génica foram maiores no déficit hidrico
severo (seis dias de desidratacdo) para os genes que codificam as proteinas
homeobox ziper de leucina, expansina-like Bl-like e asparagina sintase quando
comparado as cultivares Williams 82 e Nourin2. Para o gene codificador da proteina
de maturacdo de semente PM34, a cultivar Embrapa 48 apresentou maior expressao
que a cultivar Nourin2. Para o gene da expansina-like B1-like, os maiores valores de
expressao foram identificados no déficit hidrico moderado nas cultivares Embrapa 48 e
Nourin2. Contudo, para o gene Hsp26/Hsp42 a maior expresséao (quatro dias de déficit
hidrico) foi detectada na cultivar Williams 82.

A partir dos dados de expressdo e anotagdo foram escolhidos genes com
fungbes de chaperona molecular (HSP26/42, Glymal4g11420), dehidrinas Matl e
Mat9 (Maturation-associated protein 1 e 9 - Glyma07g10030, Glyma09g31740,
respectivamente), LTI (Low Temperature Induced - Glyma20g29770) e
Glymallg16120 (cuja funcéo é desconhecida no presente momento) para andlise in
silico dos cis-elementos responsivos a estresses abidticos, presentes na regiao
promotora.

Na regido promotora do gene LTI foram identificados os cis-elementos ABRE
(3x), ABF (1x), MYC (10x) e MYB (11x). Os promotores dos genes Matl e Mat9
também apresentaram os cis-elementos ABRE (5x), MYCR (5x) e sete MYB (7x) para
Matl e ABREs (6x), MYCR (7x) e MYBR (8) para Mat 9.

Os promotor do Glymallgl16120 apresentou poucos putativos cis-elementos
ABRE (2x), MYCR (7x) e MYBR (5x) presentes em sua regido promotora. O promotor
do gene HSP26/42 néao foi analisado em funcéo da auséncia de sua sequéncia.

Esses resultados sugerem que os promotores dos gene LTI (Glyma20g29770),
Matl (Glyma07g10030) e Mat9 (Glyma09g31740) sdo considerados fortes candidatos
para 0 uso em estratégias de engenharia genética para pesquisa basica, podendo ser
utilizados como na obtencdo de plantas geneticamente modificadas mais tolerantes a
estresses abidticos como o déficit hidrico.
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