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As adversidades ambientais as quais a cultura da soja esté sujeita tém sido um
desafio para a expansdo das fronteiras agricolas das regides com alto potencial de
produtividade. Fatores abibticos, como o déficit hidrico e as altas temperaturas, podem
comprometer significativamente o crescimento e desenvolvimento da cultura, limitando
sua produtividade final. De acordo com MANAVALAN et al., (2009) quando cultivares
com algum nivel de tolerancia a seca sdo analisadas, caracteristicas importantes
como morfologia e plasticidade de raizes, conduténcia estomatica, conduténcia da
epiderme, densidade da pubescéncia foliar, eficiente uso da agua e ajuste osmotico da
parte aérea devem ser consideradas. PASSIOURA (2012) afirma que uma das
aplicacdes da informagéo fenotipica no desenvolvimento de cultivares mais tolerantes
a seca é o desenvolvimento de ferramentas de selecéo, preferencialmente marcadores
moleculares robustos, que sejam facilmente quantificados nas caracteristicas
morfolégicas, de desenvolvimento e fisioldgicas.

Estudos para a investigacdo de potenciais marcadores moleculares de déficit
hidrico e alta temperatura ja foram realizados em culturas como milho (BADICEAN et
al., 2011), grao de bico (VARSHNEY et al., 2009), trigo (AL-DOSS et al., 2011) e arroz
(YE et al., 2012). Assim, visando obter ferramentas moleculares que possibilitem a
identificacdo de cultivares de soja com caracteristicas de tolerancia aos estresses, a
expressdao de genes codificadores das dehidrinas Mat9 (Glyma09g31740), ERD14
(Glyma04g01130) e LEA18 (Glymal7g17860) foi avaliada no tecido foliar, caulinar e
radicular das cultivares Embrapa 48 (tolerante) e BR 16 (sensivel), sob condi¢des de
déficit hidrico e alta temperatura, para determinar o potencial uso como marcadores de
expressao.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo sob 12 h de luz (50 + 10
pmol fétons/m?/s) a 28°C, e 12 h de escuro a 25°C, até o estadio de desenvolvimento
V,. As plantas foram entdo separadas em trés grupos de 36 plantas (cada grupo
contendo o respectivo controle): |- déficit hidrico (DH;) Il- alta temperatura (AT); llI-
déficit hidrico + alta temperatura (DH + AT). O desenho experimental foi inteiramente
casualizado e composto por 3 repeti¢cdes bioldgicas. O DH foi aplicado pela suspensédo
da irrigacdo por 2, 4 e 6 dias (umidade gravimétrica de 83%). O tratamento AT foi
aplicado pela transferéncia das plantas para camaras de crescimento com fotoperiodo
de 12 h luz (28°C)/12 h escuro (25°C). Apds 12 h de aclimatacédo, as plantas controle
foram mantidas a 25°C e as plantas submetidas ao estresse foram mantidas a 42°C
por 2, 6 e 12 h. Para o tratamento combinado DH + AT, as plantas submetidas a 2 dias
sob DH foram transferidas para camara de crescimento a 42°C e mantidas nessa
condicdes por 2,6 e 9 h.

A taxa fotossintética (A) e condutancia estomatal (Gs) foram medidas durante o
tratamento experimental utilizando o LiCor 6400. As medidas foram executadas no
foliolo do meio da folha mais jovem totalmente expandida. Pela razdo entre A e T
(Transpiracdo) foi determinado a Eficiéncia do Uso de Agua (EUA) intrinseco. A
andlise estatistica foi realizada com o programa SISVAR 5.3 utilizando o teste de
Tukey a 5% de significancia.



O RNA total foi extraido usando o reagente RNAiso (Invitrogen®) e qualidade foi
analisada em Bioanalyzer (Agilent). Os primers dos genes alvo e do gene referéncia
GmMrRNA18S (X02623.1) foram desenhados com o Primer3. As reacbes de
amplificacdo foram realizadas no termociclador 7300 Real Time System (Applied
Biosystem) usando Syber Takara® Fluorescence Chemical (Takara®). Reacdes
individuais foram realizadas em triplicatas para cada gene alvo, gene referéncia e
amostras de controle negativo. As amplificagcbes comegaram com o ciclo inicial de
denaturacdo (95°C por 10 s) seguido de 40 ciclos de 95°C por 5 s, anelamento de
60°C por 35 s. A etapa de dissociacado (95°C for 15 s; 60° for 1 min; 95°C for 15 s;
60°C for 15 s) também foi realizada. A analise dos dados foi realizada de acordo com
LIVAK & SCHMITTGEN (2001), na qual os valores de Ct do gene referéncia e plantas
controle (calibrador) foram empregados como enddgenos para normalizar a expressao
relativa dos genes alvos.

Nas plantas sob DH ocorreu uma significativa diminuicdo de A e Gs, assim
como o aumento da EUA, enquanto que na situagéo controle a cultivar Embrapa 48,
na maioria das vezes, apresentou maiores valores de trocas gasosas que a cultivar BR
16. Com base nos valores de condutancia estomatica (Figura 1), foi possivel verificar
gue no segundo dia de DH as plantas de ambas as cultivares se encontravam em
situacdo de disponibilidade de agua ainda considerada normal (gs>0,2 mol m?s™); o
terceiro dia foi considerada condicéo de déficit moderado (gs=0,1 to 0,2 mol m?s™); e
no quarto e quinto dias foram consideradas em estresse severo (gs<0,1 mol m?s™)
(FLEXAS et al. 2004).

Os principais resultados mostraram que a expressdo de LEA18 foi 33 x maior
na cultivar Embrapa 48 ap6s 2 dias sob DH, a qual aumentou com o tempo de
exposicao (6 dias, 156 x). Considerando o efeito combinado do estresse, o gene Mat9
foi consideravelmente mais expresso (33.643 x) na cultivar tolerante em 2d e 6h sob
DH + AT. Na mesma condi¢cdo, o gene ERD14 apresentou padrdo, porém com uma
razéo de expressdo menor (11 x) (Figura 2).

No tecido caulinar o gene Mat9 foi altamente expresso sob DH (razdo de

300.000 x), entretanto ndo houve diferenca significativa entre as cultivares. Para o
tratamento AT + DH, o melhor marcador de expressdo foi o gene ERD14 que
apresentou maior expressao na cultivar tolerante aos 2d e 2h sob estresse.
A expressdo do gene ERD14 (3,51 x na BR 16 e 22,62 x na Embrapa 48) e LEA18 (40
x ha BR 16 e 630 x na Embrapa 48) no tecido radicular foi significativa apos seis dias
sob DH. Porém, na situacdo DH + AT a expressdo do gene LEA18 em resposta ao
estresse combinado foi mais pronunciada no periodo 2d e 6h.

O perfil de expresséo dos genes candidatos indicou o tecido foliar como o mais
apropriado para avaliar o efeito do(s) estresse(s) abi6tico(s) nas plantas de soja, uma
vez que este apresenta facil amostragem e permite diferenciar as cultivares nos
periodos iniciais do estresse (Figura 2). O perfil de expresséo indica que todos os 3
genes possuem potencial para uso como marcador molecular de expressdo sob
condi¢Bes de déficit hidrico, pois sdo detectados em periodos iniciais do estresse (2
dias) e apresentaram uma razao de expressdo nas plantas tolerantes (Embrapa 48)
significativamente contrastante da cultivar sensivel (BR 16). As dehidrinas Mat9 e
ERD14 também apresentaram expressao significativa na condicdo de estresse
combinado, permitindo a diferenciagcdo dos cultivares. Com base no alto valor de
expressao observado para Mat9 sob DH + AT (Figura 2B), este gene pode ser
indicado como marcador potencial para soja sob condicbes de déficit hidrico e alta
temperatura.
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Figura 1: Trocas gasosas medidas durante o déficit hidrico (cinco dias consecutivos).
(w) BR 16 controle; (¢)BR 16 DH; (o) Embrapa 48 controle e (A) Embrapa 48 DH. Os
dados foram avaliados pelo teste de Tukey a 5% de significancia (n = 3 £ erro padréo
da média).
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Figura 2: Andlise de expressao génica no tecido foliar de plantas de soja sob (A) DH,
(B) DH + AT e (C) DH + AT. As barras representam a expressao relativa dos genes
codificadores para as dehidrinas Mat9 (Glyma09g31740), ERD14 (Glyma04g01130),
LEA18 (Glymal7g17860) e o * indica as condicdes em que houve diferenca estatistica
de acordo com o teste estatistico Tukey a 5% de significancia.



