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Os impactos das mudancas climaticas globais sobre a producdo agricola
constituiram uma das prioridades de pesquisa cientifica na Ultima década. O déficit
hidrico é um dos principais fatores que afetam a produtividade das culturas, inclusive
na soja. Neste contexto, a prospecc¢do de genes que participam nos mecanismos de
tolerancia e defesa das plantas é essencial para desenvolver plantas tolerantes a seca
por meio de modificacdo genética (Shanker et al., 2014).

O &cido abscisico (ABA) participa da coordenacdo das respostas a diminui¢cao
da disponibilidade de &gua e de outros estimulos ambientais em varias fases de
desenvolvimento vegetal. Na via de sinalizacdo ABA-dependente, o ABA se liga
diretamente a familia PYR/PYL de receptores ABA, resultando na inibicdo da classe
de fosfatases 2C (PP2C) e ativacdo da sinalizagdo ABA downstream. Desta forma, o
ABA também regula a expressao de varios genes, cujos produtos podem funcionar na
tolerancia a desidratacdo. Alguns genes desta cascata estao relacionados a sintese de
protetores osmaoticos e proteinas abundantes na embriogénese tardia (LEA), sob
condicBes de estresse osmotico e atuam na toleréncia ao déficit hidrico (Fujita et al.,
2011).

Esse estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a expressdo dos genes
responsivos ao déficit hidrico GmRAB18, GmPP2C e GmSnRK2 em plantas de soja
submetidas ao déficit hidrico.

Foram utilizadas plantas da cultivar BR 16 (sensivel ao déficit hidrico) e uma
linhagem transgénica transformada com SAT5 (tolerante). Adotou-se o delineamento
inteiramente ao acaso 2x2, sendo 2 linhagens e 2 condi¢gBes hidricas (controle e déficit
hidrico), com nove repeticdes. O déficit hidrico (DH) foi identificado com base em
valores de condutancia estomatica (gs) inferiores a 200 mmol H,O m-2 s-1, enquanto a
condic&o controle (C) correspondeu a valores de gs superiores a 200 mmol H,0 m? s’
! A condicdo controle correspondeu & manutencdo do substrato a 100% da
capacidade de campo, enquanto o DH foi induzido por suspenséao total da irrigagdo no
estadio V,.

Para se verificar o perfil de expressdo dos genes foi realizada analise por
reacdo de transcricdo reversa, seguida de amplificacdo por RT-gPCR. Os genes
selecionados para andlise de expressédo foram: fosfatase GmPP2C, quinase GmSRK2,
e GmRAB18. As amostras de RNA total foram obtidas usando-se o reagente Trizol
(Invitrogen) de acordo com as recomendagdes do fabricante. A purificacdo das
amostras foi feita com o kit DNAse |. Cerca de 5 ug dos RNAs totais foram utilizados
para a sintese do cDNA utilizado-se o kit Superscript® IlIl First Strand Synthesis
System for RT- PCR (Invitrogen Life Technologies).

O desenho dos primers para o RT-gPCR foi realizado com o auxilio do
programa Primer Express versdo 3.0 (Applied Biosystems). Para cada gene e para
cada tratamento, a quantificacao relativa do nivel de expressao génica foi realizada em
trés amostras, cada qual representada por um bulk de trés repeti¢cdes biologicas (n=9).
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As reacbBes foram conduzidas em termociclador 7900 HT (Applied Biosystems)
utilizando-se o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), conforme as
instrugdes do fabricante. Como gene referéncia foi utilizado a B-actina (acesso n°:
GMUG60500), o qual apresenta expressdo constitutiva em todos os tecidos sob
condi¢cdes de déficit hidrico. A expressao relativa foi determinada pela normalizagéo
com o gene referéncia B-actina para as plantas controle (C) e submetidas ao déficit
hidrico (DH). A expressdo foi calculada pelo método 27-(DCt), onde DCt = Ct
experimental - Ct normalizador.

O gene GmMRABI18, responsivo ao déficit hidrico, foi significativamente
expresso (aproximadamente 20x) nas plantas BR 16 sob condi¢Bes de déficit hidrico
(Figura 1a). Na linhagem transgénica SAT5, embora a expressdo tenha aumentado
em condicdo de déficit, o aumento foi relativamente menor (cerca de 5x) em
comparacgdo com a cultivar ndo transformada. A importancia do ABA enddgeno para a
expressao do RAB18 tem sido também demonstrada em varios estudos (Bauer et al.,
2013; Marcolino-Gomes et al., 2014; Li et al., 2014). De acordo com os resultados
observados no presente estudo, a alta expressdo deste transcrito em BR 16 estd,
possivelmente, associada ao déficit hidrico severo ao qual as plantas BR 16 foram
submetidas, enquanto que a linhagem transgénica ndo alcangou tal estresse.

Com relacéo ao gene que codifica para a fosfatase GmPP2C, observa-se que
na condi¢do controle os niveis de expressédo desse gene foram maiores na cv.BR 16;
porém, quando submetido ao déficit hidrico, a linhagem transgénica apresentou
aumento nos niveis desse transcrito, 0 que ndo ocorreu na cv. BR 16 (Figura 1b).
Resultados diferentes foram observados para o perfil de expressdo de GmPP2C no
trabalho de Marcolino-Gomes et al. (2014), sendo que a cultivar cv. BR 16 apresentou
alto nivel de expressao sob déficit severo.

Ja com relacdo a proteina quinase GmSnRK2 em condicao de estresse por
déficit hidrico, ambos os genoétipos apresentaram aumento na expressdo do gene,
porém com maiores niveis de expressdo no gendétipo tolerante (Figura 1c). Tais
resultados corroboram com o fato de que tal proteina possui funcdo essencial em
resposta ao estresse osmatico. Ainda, evidéncias genéticas tém demonstrando que
algumas quinases sdo importantes reguladores positivos na sinalizacdo de ABA
(Kobayashi et al., 2005; Fujii et al.; 2011; Kulik et al., 2011).

Desta forma, em condicdo de estresse por déficit hidrico, observa-se que o
gene GmRAB18 foi fortemente induzido, porém em maior intensidade em materiais
susceptiveis e para GmSnRK2, os gendtipos apresentaram aumento na expressao do
gene, porém os maiores niveis de expressado foram observados no gendétipo tolerante
SATS5. A expressao desses genes responsivos ao déficit hidrico pode contribuir para a
ativagdo dos mecanismos de defesa vegetal e assim aumentar as chances de
sobrevivéncia em periodos de seca.
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Figura 1 - Nivel de expressao dos genes (a) GmRab18, (b) GmPP2 e (c) GmSnRK2 na
cultivar BR 16 e na linhagem transgénica SAT5 em controle (C) e déficit hidrico (DH).
A expressdo foi normalizada com o gene de referéncia Gmp-actina. Valores
representam médias + erro padrdo; numero de repeticdes = 9.



