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Introducao

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é a oleaginosa de maior relevancia no
cenario agricola global, e desempenha um papel central na seguran-
¢a alimentar e na economia do Brasil (Andrade Neto; Raiher, 2024).
Sua versatilidade abrange desde a produgéo de farelo para proteina
animal até a extragdo de 6leo para industrias alimenticias e de bio-
combustiveis (Colen et al., 2019). No entanto, a manutengao de pata-
mares elevados de produtividade enfrenta desafios crescentes, como
a expansao em areas com condi¢des edafoclimaticas marginais e a
pressao por sistemas de cultivo mais sustentaveis (Balbinot Junior et
al., 2022).

Apesar do alto potencial genético das cultivares modernas, a expres-
sdo desse potencial é frequentemente limitada por estresses abio-
ticos. Estima-se que fatores como seca, temperaturas extremas e
salinidade sejam responsaveis por redugdes superiores a 50% no
rendimento médio (Wang et al., 2003; Kopecka et al., 2023). Esses
estresses desencadeiam uma cascata de respostas negativas, in-
cluindo o fechamento estomatico, a redugdo da taxa fotossintética
e a formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que compro-
metem a integridade das membranas celulares e o desenvolvimento
morfolégico da planta (Munns; Tester, 2008; Van Zelm et al., 2020).

Dentre os estresses abidticos, a salinidade destaca-se por sua natu-
reza bifasica. Em um primeiro momento, o acumulo de sais no solo
reduz o potencial osmético da solugao, dificultando a absorgéo de
agua pelas raizes, fendbmeno fisiologicamente analogo ao estresse
hidrico. Em seguida, ocorre efeito citotdxico pelo acimulo especifico
de ions Na" e CI, que interferem no metabolismo enzimatico e na
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homeostase i6nica (Munns; Tester, 2008). Em raz&o dessa correla-
¢ao com o estresse hidrico, o uso de cloreto de sodio (NaCl) em en-
saios controlados é uma estratégia amplamente aceita para simular
condicbes de déficit osmético de forma reprodutivel e quantificavel
(Munns; Rajaona, 2010).

Nesse contexto, proteinas DRIP (DREB-Interacting Proteins) emer-
gem como reguladoras relevantes da resposta ao estresse osmotico
em plantas. Identificadas originalmente em Arabidopsis thaliana, as
proteinas DRIP1 e DRIP2 sao ligases E3 ubiquitina contendo dominio
RING do tipo C3HC4, capazes de interagir com o fator de transcrigao
DREB2A no nucleo, promovendo sua ubiquitinagdo e degradagéo via
proteassoma 26S, atuando como reguladores negativos da resposta
a déficit hidrico (Qin et al., 2008). Em soja, ortdélogos desse sistema
foram identificados e associados a modulagao da resposta ao déficit
hidrico (Marcolino-Gomes et al., 2013).

A avaliagdo funcional de plantas com esses genes DRIPs silencia-
dos por edigdo génica (editado) é fundamental para compreender sua
contribuicdo a tolerancia a condi¢des adversas. A identificagao e vali-
dacdo de genes relacionados a tolerancia a estresses osméticos sao
vitais para o melhoramento genético de precisdo, fundamentando a
geracao de cultivares de elite mais resilientes frente as adversidades
climaticas contemporéaneas.

O presente estudo objetivou avaliar o efeito do estresse salino em
plantulas de soja editadas para os genes GmDRIP03 e GmDRIP19,
em comparagao a cultivar convencional usada como background
BRS 573, analisando parametros morfoldgicos e fisioldgicos relacio-
nados a tolerancia osmdtica.

Material e Métodos

Sementes da cultivar BRS 573 foram semeadas em copos de polipro-
pileno (180 mL) contendo mistura de areia e vermiculita (1:1 v/v) como
substrato. Os copos foram mantidos em camara de crescimento com
fotoperiodo de 16:8h (L/D), temperatura de 25+2°C e densidade de
fluxo de fétons fotossintéticos (PPFD) de 300 pmol.m2s™', provida por
LEDs (4000K, 650nm e 450nm).

As plantas foram cultivadas até o estadio V1 (unifélios expandidos),
na escala de Fehr e Caviness (1977), momento em que se iniciou a
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aplicagdo dos tratamentos salinos. O delineamento foi inteiramente
casualizado com 6 tratamentos, sendo 3 concentragbes de NaCl (0,
120 e 180 mM) e 2 gendtipos, Cultivar BRS 573 e Cultivar BRS 573
editada (DRIP), com 7 repeti¢gdes por tratamento. Os tratamentos sa-
linos foram preparados pela adigcdo de NaCl a solug&o nutritiva base.
Para evitar choque osmotico, a salinizagéo foi gradual. Foram aplica-
dos no primeiro dia 60 mM, e nos dias seguintes as concentracdes
respectivas dos tratamentos salinos (120 e 180 mM).

O monitoramento da salinidade no substrato foi realizado via analise
do lixiviado. Diariamente, aplicou-se em cada tratamento um volume
de 50 mL de solugao por copo; caso a condutividade elétrica (CE) do
lixiviado divergisse da CE da solugao de tratamento, realizou-se a
aplicagao de outros 50 mL de solugao, até a estabilizagdo da CE no
substrato. Nos finais de semana, as plantas receberam apenas agua
deionizada via capilaridade (pratos coletores).

Apés 15 dias de estresse, avaliaram-se: altura da parte aérea (APA),
comprimento radicular (CR), area foliar (AF), massas frescas e secas
de folha, caule e raiz (MFF, MSF, MFC, MSC, MFR e MSR). A area
foliar (AF) foi estimada por analise de imagem utilizando o software
Siscob. O comprimento médio das raizes (CMR) e altura de parte aé-
rea (ALT), foram determinados por analises de imagem pelo software
ImagedJ. O indice SPAD foi determinado com auxilio de um medidor
portatil, as medi¢cdes foram realizadas a partir do ponteiro na primeira
e segunda folha completamente expandida, cada repeticdo foi com-
posta pela média das duas aferigdes.

Foram calculados a massa foliar especifica (MFE = MSF/AF) e o in-
dice de estabilidade de membranas (IEM). Para o IEM, discos folia-
res de 1,33 cm?foram imersos em 5 mL de agua deionizada por 24h
para leitura da CE inicial (CE1). Posteriormente, as amostras foram
submetidas a fervura em banho-maria por 30 min, seguidas de res-
friamento para leitura da CE final (CE2). O indice foi calculado por:
IEM =[1 - (CE1/CE2)]*100.

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-
-Wilk) e homocedasticidade (Bartlett), seguidos de analise de vari-
ancia (ANOVA), e as médias das variaveis analisadas por teste de
Tukey (p < 0,05) em esquema fatorial 2x3 (genétipo e salinidade) atra-
vés do software R (pacote AgroR).
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Resultados e Discussao

Efeito Geral da Salinidade e Desempenho dos Genoétipos

De maneira geral, a salinidade atuou como o principal fator de va-
riagado, com redugdes acentuadas em todos os parametros de cres-
cimento a medida que as doses de NaCl foram incrementadas (p <
0,01). O gendtipo editado (DRIP) apresentou um desempenho supe-
rior a cultivar ndo editada (BRS 573) (p < 0,05), embora sem intera-
¢ao significativa para a maioria das variaveis.

Desenvolvimento Vegetativo e Particdo de Biomassa

O nocaute do gene GmDRIP resultou em um incremento no acumulo
de fitomassa, independentemente do nivel de estresse. O gendtipo
DRIP foi significativamente superior a cultivar BRS 573 em massa
fresca e seca de folha, bem como em massa fresca de raiz. Curiosa-
mente, a planta editada apresentou menor altura (ALT) em relagéo ao
background nao editado, porém foi acompanhada por um aumento
significativo no comprimento médio de raiz (CMR). Para as variaveis
de caule (MFC e MSC), ndo foram observadas diferengas entre ge-
notipos. Este padrdo sugere que a edigdo alterou a arquitetura da
planta, priorizando o investimento em sistema radicular e densidade
foliar em detrimento do estiramento do caule (Tabela1).

Area Foliar e Plasticidade Estrutural da Folha

Houve interagao significativa (Genétipo x Salinidade) para a Area Fo-
liar (AF) e Massa Foliar Especifica (MFE). O DRIP manteve uma AF
superior a BRS 573 tanto na condigédo controle quanto sob estresse
severo (180 mM). Em relacéo a MFE, o gendtipo editado apresentou
um aumento significativo sob 180 mM de NaCl, comportamento nao
observado no gendétipo selvagem. No controle (0 mM), o DRIP pos-
suia menor MFE, indicando que a edigdo permite uma maior plasti-
cidade foliar: as folhas sdo mais expandidas em condi¢bes ideais e
tornam-se mais espessas/densas sob estresse salino severo, uma
estratégia adaptativa importante para a conservagao de agua (Tabela
1).

Integridade Celular e indices Fisiolégicos

Os indices SPAD e de Estabilidade de Membranas (IEM) foram afe-
tados pela dose de NaCl, com reducbes significativas no estresse.
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Embora o indice SPAD nao tenha divergido entre gendtipos, o IEM
do DRIP foi significativamente inferior ao BRS 573. Esse resultado
sugere uma resposta fisiolégica complexa. O incremento constitutivo
na area foliar e no sistema radicular do DRIP, embora vantajoso para
o arranque inicial, pode ter induzido taxas transpiratérias e de absor-
¢do mais elevadas. Consequentemente, houve um provavel acumulo
de ions Na* e ClI- nos tecidos foliares, resultando em maior injuria as
membranas celulares. Assim, a maior sensibilidade idnica observada
no DRIP é interpretada ndo como uma falha na via de tolerancia, mas
como um efeito colateral do seu vigor vegetativo superior, que acele-
ra a exposigao dos tecidos ao estresse salino (Tabela).

Tabela 1. Médias das variaveis: altura da parte aérea (APA), comprimento
médio radicular (CMR), area foliar (AF), massa foliar especifica (MFE),
indice SPAD, indice de estabilidade de membranas (IEM), massas frescas
e secas de folha, caule e raiz (MFF, MSF, MFC, MSC, MFR e MSR),

de gendtipos de soja editado (DRIP) e gendtipo selvagem (BRS 573),
submetidas a estresse salino (0, 120 e 180 mM de NaCl).

ALT MFF
0 120 180 GERAL 0 120 180 GERAL
BRS 573 17.0 14.0 13.9 149 A" BRS573 3.67 2.28 1.30 242 B
DRIP__ 15.1 11.6 11.1 126 B DRIP _ 3.98 2.51 1.87 279 A
GERAL 160 A 128 B 125 B GERAL 382 A 240 B 159 C
CMR MSF
0 120 180 GERAL 0 120 180 GERAL
BRS 573 7.30 7.90 6.65 726 B BRS573 0065 0.41 0.23 043 B
DRIP__ 8.92 8.41 7.68 8.34 A DRIP__ 0.70 0.41 0.32 048 A
GERAL 811 A 815 A 7.16 B GERAL 068 A 041 B 027 C
AF MFC
0 120 180 GERAL 0 120 180 GERAL
BRS 573 196.2 aB? 121.1 bA 657 cB 127.7 BRS 573 2.65 1.25 0.84 158
DRIP 2427 aA 128.7 bA 87.2 cA 152.9 DRIP 267 1.28 0.92 1.62
GERAL 2195 1249 76.5 GERAL 266 A 127 B 0.8 C
MFE MSC
0 120 180 GERAL 0 120 180 GERAL
BRS573 33 aA 33 aA 35 aA 3.4 BRS 573 0.37 0.16 0.11 0.22
DRIP 29 bB 32 bA 37 aA 33 DRIP  0.36 0.16 0.12 0.2
GERAL 3.1 33 3.6 GERAL 036 A 016 B 012 C
SPAD MFR
0 120 180 GERAL 0 120 180 GERAL
BRS 573 33.1 298 28.8 30.6 BRS 573 4.80 3.20 1.79 326 B
DRIP  32.9 28.6 28.2 29.9 DRIP 530 3.59 2.47 3.78 A
GERAL 330 A 292 B 265 B GERAL 505 A 339 B 213 C
EM MSR
0 120 180 GERAL 0 120 180 GERAL
BRS 573 86.6 83.3 77.4 824 A BRS573 057 0.28 0.17 0.34
DRIP _ 87.4 76.9 69.4 779 B DRIP 056 0.31 0.25 0.37
GERAL 87 A 801 B 734 C GERAL 056 A 030 B 021 C

Letras iguais nas bordas nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significan-
cia (interagdo nao significativa). 2Médias iguais maiusculas entre gendtipos e minusculas entre
salinidades ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia (interagéo
significativa).



50 Eventos Técnicos & Cientificos, 8

De modo geral, o aumento da concentragao salina resulta em efeitos
negativos significativos sobre os par@metros morfolégicos e fisiol6-
gicos (Phang et al., 2008; Kokebie et al., 2024). Em soja o estresse
osmdtico limita a expanséo celular e a elongacao dos entrends, resul-
tando em reducgdo da altura (Hasanuzzaman et al., 2022; Kokebie et
al., 2024). E conhecido na literatura que perturbagdes na via DREB,
seja por superexpresséo ou silenciamento de seus reguladores, po-
dem interferir na biossintese de giberelinas e, consequentemente, no
porte da planta (Suo et al., 2012).

Em condigbes de déficit osmético a planta apresenta diversas es-
tratégias adaptativas, atuando sob o sistema radicular e também na
espessura foliar. O incremento do comprimento radicular esta asso-
ciado a exploragédo de maior volume de solo em condigbes de déficit
osmotico (Zou et al., 2021). A MFE tipicamente aumenta sob estresse
salino em razao do incremento no tamanho das células do mesofilo
ou do numero de camadas celulares, como estratégia de isolamento
idnico (Poorter et al., 2009).

A reducéo de pigmentos fotossintéticos sob salinidade em soja é am-
plamente relatada, sendo associada a inibicdo da sintese de clorofila
mediada pelo acumulo de ions Na* e ao comprometimento da inte-
gridade dos cloroplastos (Hasanuzzaman et al., 2022; Kokebie et al.,
2024). Plantas do gendtipo DRIP apresentaram sintomas visuais de
clorose, coerentes com os valores de SPAD observados. A deterio-
ragao da integridade de membranas sob salinidade esta associada
a peroxidagéo lipidica mediada por EROs geradas em resposta ao
acumulo de Na* (Hasanuzzaman et al., 2022).

Os resultados indicam que o silenciamento do DRIP atua promoven-
do um vigor constitutivo superior na cultivar BRS-573. A edigdo nao
mitigou diretamente os danos deletérios da salinidade, mas elevou
o patamar de crescimento inicial da planta. Genes de resposta ao
estresse, previamente ativados apenas em condi¢gdes adversas, po-
dem estar operando de maneira constitutiva no DRIP, favorecendo o
crescimento inicial.
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Conclusao

A edicado do gene GmDRIP é uma estratégia para obtencao de novos
alelos que conferem as plantas maior arranque inicial e exploragao
radicular tanto em ambientes favoraveis quanto sob estresse.
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