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RESUMO

Avaliacao fisioldgica e agrondmica de soja geneticamente modificada para maior
tolerancia a seca

A soja é uma das culturas com maior importancia socio-econémica no mundo,
visto o complexo agro-industrial que movimenta. A ocorréncia de periodos de seca
durante a estacdo de desenvolvimento das lavouras de soja € muito freqlente,
provocando reducdes drasticas na produtividade. Sendo a seca um fator limitante de
producdo fora do controle direto do homem, e a necessidade de suprir a demanda
mundial crescente de alimentos, fazem com que a estabilidade da produtividade seja a
chave para este entrave. O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas fisiolégicas e
agronbmicas de dois gendtipos de soja, um geneticamente modificado contendo a
construcdo rd29A:DREB1A, visando maior tolerdncia a seca, e sua isolinea
convencional, comparando-as frente a diferentes condicées de disponibilidade hidrica
no solo. Para tal, plantas de soja foram transformadas com o cassete rd29A:DREB1A,
ambos elementos de Arabidopsis thaliana, introduzido por biobalistica. O efeito da
super expressao do gene ADREB sobre parametros fisioldgicos e agronémicos foi
avaliado em casa de vegetacao em trés cultivos. Os experimentos foram instalados em
blocos casualizados em arranjo fatorial (2x2), com quatros blocos e trés amostras por
bloco, e os resultados submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey
(p < 0,05) para comparagdes multiplas das médias. Foram utilizadas sementes da
cultivar BR16 transformada com a construcdo rd29A:DREB1A, nomeadas P58, e
sementes BR16 nao transformadas. As plantas foram submetidas a duas condicbes de
disponibilidade hidrica: 15% de umidade gravimétrica do solo (UG) durante todo o ciclo
(controle) e 2,5% de UG (tratamento sob estresse) a partir de R1/R2 (florescimento).
Foram avaliadas as taxas fotossintética e transpiratoria, condutancia estomatica e
diferenca de temperatura entre o ar e a folha com o medidor de trocas gasosas LI-6400
(Li-Cor ®), além da eficiéncia fotossintética e parametros agronémicos. Para
condutancia estomatica, diferenca de temperatura, taxas fotossintética e transpiratéria,
as maiores médias foram verificadas nas plantas sob 15% de UG e, dentro desta
umidade, das plantas P58 em relacdo as BR16 geralmente. No tratamento sob estresse
(2,5% de UG), as plantas transgénicas mantiveram valores superiores em praticamente
todas as avaliagbes e, quando nao, apresentaram valores que nao diferiam
estatisticamente das BR16. A eficiéncia fotossintética foi maior nas plantas P58 apenas
nas avaliagdes finais e para as mesmas UG, e iguais estatisticamente nas demais
avaliacOes. Para as avaliacbes agronémicas, as plantas BR16 apresentaram as
maiores alturas em ambas as umidades, embora o mesmo numero de nés que as P58.
Para peso da parte aérea, nimero de sementes e niumero de legumes com semente e
peso de semente, os maiores valores foram das plantas a 15% de UG e, dentro destas,
das BR16. Os resultados indicam que a expressao da construcdo com o gene DREB1A
confere maior tolerdncia a seca das plantas transgénicas, baseado em respostas
fisiologicas, embora o desempenho agronémico deva ainda ser comprovado a campo.

Palavras-chave: Glycine max; Fisiologia; Fotossintese; DREB; rd29A; Soja transgénica;
Estresse hidrico; Déficit hidrico



ABSTRACT

Physiologic and agronomic evaluation of genetically modified soybean to improve
drought tolerance

Soybean is one of the major socio-economic important crops in the world due
to the agro-industrial complex involved. The occurrence of drought during the period of
development of soybean fields is very frequent, resulting in drastic yield decrease. As
the drought being one limiting factor in the yield without human direct control, and the
necessity of supplying the growing world food demand, keeping the stability of the yield
seems to be the key for this problem. The objective of this study was to evaluate the
physiologic and agronomic response of two soybean genotypes; one genetically
modified containing the construction rd29A:DREB1A, aiming drought tolerance, and its
conventional isoline, comparing them in different conditions of soil water availability.
Soybean plants were transformed with the cassette rd29A:DREB1A, both elements of
Arabidopsis thaliana, introduced by biobalistic method. The overexpression effect of
AIDREB on physiologic and agronomic parameters was evaluated in greenhouse
conditions during three cultivations. The experiment design used was the RBD
(Randomized Blocks Design) in factorial scheme (2x2), with four blocks and three
samples for block, and the results were submitted to the Analyze of Variance (ANOVA)
and to the Tukey test (p < 0,05) of multiples means comparisons. Transformed BR16
cultivar seeds were used with the construction rd29A:DREB1A, named P58, and seeds
of no-transformed BR16 cultivars. The plants were submitted to two conditions of water
availability: 15% of soil gravimetric humidity (GH) during all the experiment time (control)
and 2,5% of GH (stress treatment) starting from R1/R2 (flowering stage). Photosynthetic
and transpiration rates, stomatal conductance and temperature difference between the
air and the leaf were measured with a portable open gas exchange system (LI-6400; Li-
Cor ®), besides the photosynthetic efficiency and agronomic parameters, between nine
and eleven-thirty in the morning. For stomatal conductance, temperature difference,
photosynthetic and transpiration rates, the higher values were verified in the plants
under 15% of GH and, within this humidity, these higher values were usually verified in
plants P58 in relation to the BR16 plants. In the treatment under stress (2,5% of GH),
the transgenic plants maintained higher values in almost all measurements and, when it
did not occur, they showed values that did not differ statistically of the BR16 plants. The
photosynthetic efficiency was higher in the P58 plants only in the final measures; and for
the same GH, and statistically equal in the others measures. For the agronomic
evaluations, the BR16 plants showed the highest heights in both humidities, even
though they had the same number of nodes as the P58. For the aerial part weight, the
number of seeds and the number of legumes with seed and seed weight, the highest
values were of the plants under 15% of GH and, within these, of the BR16 plants in
general. The results indicate that the expression of the construction with the gene
DREB1A leads to a higher drought tolerance of the transgenic plants, based on
physiologic response, although they still need tests on the field.

Keywords: Glycine max; Physiology; Photosynthesis, DREB; rd29A; Transgenic
soybean, Water stress; Water deficit
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1 INTRODUCAO

A soja é uma das culturas agricolas de maior importancia no pais, tendo em
vista os aspectos de sua cadeia produtiva. Desempenha um papel sécio-econémico ao
proporcionar o desenvolvimento de um amplo complexo agroindustrial, gerador de
milhares de empregos em diversos setores.

Cultivada em 21,334 milhdées de hectares na safra 07/08, e com uma
producdo de 60,051 milhdées de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2008), o Brasil € atualmente o primeiro no ranking em
termos de exportacdo de soja e 0 segundo maior produtor mundial, com a perspectiva
de se tornar o primeiro em poucos anos (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2008).
Neste cenario internacional, o grande lugar de destaque desta leguminosa deve-se a
crescente demanda pelo grao e seus derivados, essencial a producédo de alimentos no
combate da fome mundial e impulsionada por um novo e potencial mercado, o de
combustiveis de origem vegetal, além do desenvolvimento de pesquisas sobre novos
usos. Essa tendéncia para os proximos anos coloca o Brasil como um grande

fornecedor de soja para 0 mundo, com disposicao de areas para a expansao do plantio.

A cultura da soja é afetada por fatores bibticos e abiéticos. Perdas causadas
por estresses abidticos, como a seca, causam em média mais de 50% das perdas
mundiais, enquanto que prejuizos causados por estresses bidticos reduzem em média
de 10 a 20% da produtividade das culturas (BRAY, 2004). A ocorréncia de adversidades
climaticas cada vez mais freqlentes e intensas tem representado um sério problema a
produgédo agricola. A disponibilidade hidrica, bastante variavel em termos espacial e
temporal, constitui-se no principal limitante a obtencdo de rendimentos mais préximos
ao maximo potencial produtivo. Para os produtores, o desafio é entdo produzir mais
com o dado suprimento de agua, possivelmente limitado (PASSIOURA, 2007).

No ambito mundial, a seca se posiciona no primeiro lugar de desastres
naturais. Mudancas climaticas, como o aquecimento global decorrente do aumento de
“gases de efeito estufa”, tém exposto algumas regides a condigcbes cada vez mais
secas e quentes. A produtividade e expansao agricola em todo o mundo esta dessa
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forma cada vez mais sujeita a0 aumento da seca, principal fator limitante, devido sua
alta magnitude de impacto e ampla distribuicdo (BARTELS; SUNKAR, 2005; HURA et
al., 2007; KALEFETOGLU; EKMEKCI, 2005; SCHIERMEIER, 2006; STILLER et al.,
2008).

Diferentes problemas sao criados pela seca conforme a época de ocorréncia
nas lavouras (PASSIOURA, 2007). Como é dificil predizer exatamente quando a planta
podera enfrentar déficits durante seu periodo de cultivo, principalmente em estadios
mais criticos, cultivares com alta tolerancia a seca sao fortemente desejadas (OYA et
al., 2004). As respostas das plantas a seca, ou adaptacao, € um elemento-chave para a
tolerancia ao estresse (TREWAVAS, 2003)

Compreender como as plantas respondem ao déficit hidrico e os mecanismos
de tolerancia sao de importancia fundamental para predizer os impactos na producao
das culturas e constitui-se atualmente em um dos maiores topicos de pesquisa (ATKIN;
MACHEREL, 2008; BARTELS; SUNKAR, 2005). Logo, a fisiologia do estresse em
plantas esta aumento sua importancia e ganhando atencdo em todo o mundo,
principalmente devido as mudancas climaticas globais (SHAO et al., 2007).

A busca por plantas tolerantes a seca data muitos anos, principalmente por
melhoramento genético classico, mas o pequeno progresso alcancado foi limitado pela
natureza multigénica da caracteristica (BOHNERT; NELSON; JENSEN, 1995;
MITTLER, 2006; RONDE, 2004; SHINOZAKI; YAMAGUSHI-SHINOZAKI, 2000). A
transgenia apresenta-se como uma interessante opcao para a introducao de genes de
outras espécies em culturas de interesse comercial, pois se constitui numa técnica
relativamente facil, rapida e barata se comparada ao melhoramento convencional e

selegcdo marcada assistida, métodos que consomem tempo e pesquisa.

A Dbiotecnologia coloca-se hoje com um grande potencial para auxiliar
programas de melhoramento no desenvolvimento de solugdes de problemas
agronémicos e na agregacao de valor as culturas. O uso de técnicas de transformacgdes
para introducdo de genes e utilizacdo de estratégias moleculares na engenharia
genética pode auxiliar e levar a avangos mais simples e efetivos no desenvolvimento de

novas variedades de soja com maior tolerancia a seca.
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Considerando a importancia da soja e as limitagdes causadas pela seca, o
trabalho teve como objetivo avaliar as respostas fisiolégicas e agronémicas de dois
genodtipos de soja, um geneticamente modificado contendo a construcao
rd29A:DREB1A, visando maior tolerancia a seca, e sua isolinea convencional,

comparando-as frente a diferentes condi¢des de disponibilidade hidrica no solo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao bibliografica

A 4gua atua praticamente em todos os processos de uma planta,
desempenhando um papel importante na manutencgéo e distribuicdo de calor, além de
caracteristicas funcionais de preenchimento, meio de transporte, solvente para reagdes
celulares e processos entre outros (CAMPBELL, 1991; EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2008).

O déficit hidrico pode ser definido como todo o conteddo de agua de um
tecido ou célula que esta abaixo do conteido de agua mais alto exibido no estado maior
de hidratacao (TAIZ; ZEIGER, 2006). A resposta das plantas frente a falta de agua é
considerada uma sindrome, ou seja, um grupo de respostas simultdneas (LAWLOR,
2002; MITTLER, 2006).

A série de respostas (mudancas) causada pela seca nas plantas é de ordem
fisiolégica, bioquimica, morfolégica e molecular (LEI; TONG; SHENGYAN, 2006; WANG
et al.,, 2001), por alteracbes em seu metabolismo, crescimento e desenvolvimento
(BARTELS; SUNKARS, 2005). Quando a regulagem por meios dessas respostas €
inadequada, e 0 metabolismo nao se ajusta para a manutencao das funcées, danos e
eventual morte podem resultar (LAWLOR, 2002).

Em defesa contra déficits hidricos, as plantas podem desenvolver
mecanismos tanto para retardar como para tolerar a desidratacdo, pela manutencao
da hidratacdo do tecido, e pela capacidade de funcionar enquanto desidratada,
respectivamente (TAIZ; ZEIGER, 2006). Mecanismos para retardar a desidratacao
podem ser resultado da diminuicdo da perda de agua (causados como exemplo pelo
fechamento estomatico, desenvolvimento de tricomas, reducdo da area foliar e
senescéncia de folhas velhas para diminuir a transpiracdo, além de mudangas no
tamanho, orientacdo e enrolamento das folhas para minimizar a superficie exposta a
luz, etc) ou maximizacdo da absorcdo de agua (aumento do crescimento radicular e

mais profundo). J& os mecanismos de tolerancia envolvem o ajustamento osmético e
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eficiéncia na remocdo de espécies reativas de oxigénio, formadas como uma
consequéncia do metabolismo conturbado (BARNABAS; JAGER; FEHER, 2008;
ISODA; WANG, 2002; LARCHER, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006).

As respostas das plantas ao déficit hidrico mudam dependendo da espécie e
gendtipo, do comprimento e intensidade de perda de agua, idade e estadio de
desenvolvimento, do 6rgéao e do tipo e compartimento celular (BATTAGLIA et al., 2007;
BARTELS; SUNKARS, 2005; RAMPINO et al., 2006; ZHU et al., 2005). Tais respostas
ocorrem dentro de poucos segundos ou em minutos e horas, dependendo se a
ocorréncia do déficit é rapida ou gradual (SANTOS; CARLESSO, 1998). Adaptacdes
incluem processos a curto (bioquimico) e longo prazo, como mudancas morfolégicas do
habito da planta (BECK et al., 2007; BARTELS; SUNKAR, 2005).

A agua é o elemento essencial para manutencao da turgescéncia da célula
(LEVITT, 1980) e com uma perda significativa em seu conteudo, imediatamente o turgor
€ perdido e o volume celular comeca a diminuir (BARTELS; SUNKARS, 2005;
McKERSIE; LESHEM, 1994). O turgor é determinante na expansao celular, e esta, na
expansao foliar (TAIZ; ZEIGER, 2006). Um pequeno decréscimo da turgescéncia causa
um decréscimo na taxa de crescimento, evidenciando a grande sensibilidade da
expansao foliar a déficits hidricos. A area foliar, importante fator de producao devido a
fotossintese ser proporcional a ela, € reduzida em estresses hidricos ndo somente pelo
tamanho, mas também por menor numero de folhas, por diminuir 0 nimero e a taxa de
crescimento dos ramos (FERNANDEZ; McINNES; COTHREN, 1996; TAIZ; ZEIGER,
2006).

O ajuste osmotico, ou acumulo de solutos pela célula, é o processo pelo qual
se reduz o potencial hidrico (yw) da célula, a fim de se manter o equilibrio hidrico dentro
da célula, ou seja, seu volume e turgor (TAIZ; ZEIGER, 2006). Sob condicées de seca,
varios metabdlitos sdo acumulados e atuam como osmolitos ndo apenas na
manutengdo do turgor celular, mas também na destoxicacdo de espécies reativas de
oxigénio e estabilizacdo de proteinas e estruturas da célula (CHINNUSAMY; XIONG,
ZHU, 2005; RUIZ-LOZANO, 2003). Entre eles estdao aglcares (oligossacarideos da
familia da rafinose, sacarose, trehalose e sorbitol), &cucares-alcool (manitol),
aminoacidos (prolina), proteinas (chaperonas, LEA, do inglés late embryogenesis



19

abundant) e aminas (glicina betaina e poliaminas) (BARTELS; SUNKAR, 2005; SEKI et
al., 2007; TAJI et al., 2002). O ajustamento osmobtico tem sido considerado um dos
processos cruciais na adaptacdo das plantas a seca, por sustentar a atividade
metabdlica no tecido e permitir a retomada do crescimento ap6s o remolhamento,
embora esta capacidade varie entre gendtipos. Mas, em termos de produtividade em
espécies cultivadas, ndao ha muitos estudos de campo mostrando um beneficio
consistente do ajuste osmético. Este parece ser critico mais na sobrevivéncia do que no
aumento do crescimento da planta e de produtividade sob condicbes de seca
(CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; QUARRIE; STOJANOVIC; PEKIC, 1999;
SERRAJ; SINCLAIR, 2002).

Estudos recentes tém destacado uma importante proteina durante o estresse
hidrico: as aquaporinas, proteinas de membrana. Como durante a seca sdo necessérias
mudancas no fluxo de dgua para permitir que células e tecidos se adaptem a situacao
de estresse, as aquaporinas atuam como componentes centrais nas relacées hidricas
das plantas, pois facilitam a osmose por formar poros especificos a agua como uma
alternativa a difusao desta pela bicamada lipidica, aumentando assim a permeabilidade
da agua pela membrana. Esse aumento na permeabilidade da membrana € na ordem
de dez a vinte vezes e a regulagem da expressao e atividade dessas proteinas sao
moduladas pela desidratacdao (CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; KJELLBOM et al.;
1999; MAUREL; CHRISPEELS, 2001; SCHAFFNER, 1998; TYERMAN; NIEMIETZ;
BRAMLEY, 2002).

Durante a seca a disponibilidade hidrica do solo diminui e o continum solo-
planta-atmosfera pode ser perdido (VASELLATI et al., 2001). A planta, portanto, fecha
seus estdmatos para prevenir perdas de agua (STUHFAUTH; SCHEUERMANN, FOCK,
1990; OHASHI et al., 2006). Ao pequeno decréscimo no potencial hidrico da planta
entdo, resulta primeiramente na queda da condutancia estomatica (Gs), mesmo sob
condicdes hidricas favoraveis, devido a sinalizagcao por parte das raizes para as partes
aéreas (LEIl; TONG, SHENGYAN, 2006). O fechamento estomatico, limitando a difusdo
de CO. de espacos intercelulares para dentro do cloroplasto durante a seca, se da em
resposta ao aumento do fitorménio acido abscisico (ABA) nessas condi¢coes (CORNIC,
2000; LIMA et al., 2002). Essa percepcgao por parte das raizes do secamento do solo
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promove um acumulo de ABA nesse 6rgao, que é redistribuido nos tecidos da planta via
xilema, agindo como um sinalizador quimico para o fechamento dos estdmatos e
induzindo a expressao de genes relacionados ao estresse (LIU; JENSEN; ANDERSEN,
2005; SEKI et al., 2007). A reducao do potencial hidrico das folhas e da turgescéncia
acaba por agir no fechamento estomatico. Estudos mostram evidéncias que combinam
ambos os tipos de sinalizacdo, quimica e hidraulica, atuando juntos ou em tempos
diferentes no fechamento dos estomatos (ASAMAA et al., 2002; COMSTOCK, 2002;
KALEFETOGLU; EKMEKCI, 2005).

As plantas enfrentam o dilema crucial “perder agua para fixar carbono”, pois
h& um conflito entre a conservagcédo da agua pela planta e a taxa de assimilagdo de CO,
para producao de carboidratos, mediado pela condutdncia estomatica (CHAVES;
MAROCO; PEREIRA, 2003; SANTOS; CARLESSO, 1998). Quando os estdmatos estao
abertos, absorcdo de CO, é mais limitada do que a perda de &gua devido a
caracteristicas fisicas dos gases. Mas, em condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica, a
diminuicdo da abertura estomatica exerce entdo maior desvantagem sobre a saida de
agua (LARCHER, 2000; NOBEL, 2005). Assim, com a reducdo da condutancia
estomatica, a transpiracéo declina mais rapido do que a fotossintese, visto que a perda
de agua transpirada pelos estdmatos depende mais da condutancia estomatica do que
a fotossintese (LEI; TONG, SHENGYAN, 2006). Dessa forma, para Stiller et al. (2008),
a reducao da condutancia estomatica parece ser o caminho mais eficiente de reduzir

perdas de agua por transpiragao.

Para a respiracdo, a seca tem tipicamente um maior efeito inibitério
proporcional na fotossintese do que na primeira (FLEXAS et al., 2005, 2006; GALMES;
MEDRANO; FLEXAS, 2006, 2007). O declinio na fotossintese ndo & combinado
concomitantemente com quedas na respiragcdo (ATKIN; MACHEREL, 2008). Sob
estresse hidrico severo, espera-se que ocorra uma reducao da demanda de ATP como
consequéncia da reducdo do crescimento e fotossintese (FLEXAS; MEDRANO, 2002)
e, geralmente, a taxa respiratoria cai durante o déficit hidrico devido entao a reducéao da
assimilacdo de fotossintatos e necessidades de crescimento, embora esse
comportamento possa depender em parte da espécie (FLEXAS et al.,, 2005;
GHASHGHAIE et al., 2001). Sob estresse hidrico, a taxa respiratéria total é pouco
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afetada, havendo apenas o aumento da particdo de elétrons para a rota alternativa e
diminuicao da rota do citocromo. (FLEXAS et al. 2006; RIBAS-CARBO et al., 2005).

Durante a fotossintese, o0 CO. se move da atmosfera ao redor da folha para a
cavidade interna sub-estomatica pelo estdmato, e de la para o sitio de carboxilacao
dentro do estroma do cloroplasto através do mesofilo foliar (FLEXAS et al., 2008).

Ha muitas controvérsias relativas ao qual é limitagdo primaria da fotossintese
sob seca: fechamento estomatico ou prejuizo metabdlico (FLEXAS; MEDRANO, 2002;
FLEXAS et al., 2006; LAWLOR; CORNIC, 2002). Ha um consenso de que a reducao da
difusdo de CO, da atmosfera para o local de carboxilagdo é a causa principal do
decréscimo da fotossintese em varias condicbes de estresse hidrico (CHAVES;
OLIVEIRA, 2004; FLEXAS et al. 2004). Tal reducao da capacidade difusiva foliar se da
devido a pelo menos dois componentes que sao regulados quase simultaneamente:
fechamento estomatico (diminuicdo da condutancia estomatica) e reducdo da
condutancia do mesofilo (Gn). O primeiro € amplamente conhecido de ser a primeira
resposta das plantas ao encurtamento de agua no solo, mas o segundo foi
recentemente reconhecido como uma causa igualmente importante para a reducéo de
difusdo de CO, sob seca (FLEXAS et al., 2002; ENNAHLI; EARL, 2005), se ndo mais
importante que a condutdncia estomatica (FLEXAS et al., 2008). Segundo Lawlor
(2002), a condutancia do mesofilo € a capacidade de transporte do CO. pela rota
combinada (espacos intercelulares — parede celular — membrana plasmatica —
citossol — envoltério do cloroplasto — estroma), um termo restrito a difusdo de CO,
pelo mesofilo da folha (FLEXAS et al., 2008). De acordo com alguns autores, ambas as
condutancias, estomética e do mesofilo, declinam progressivamente conforme se
intensifica o estresse hidrico (GRASSI; MAGNANI, 2005; FLEXAS et al., 2008).

Flexas et al. (2004) afirmam entdo que o metabolismo nao é responsavel pelo
declinio da fotossintese em déficits hidricos fracos a moderados, apenas a redugéo das
condutancias estomatica e do mesofilo diminui a difusdo do CO,, mas néo a capacidade
bioquimica de assimilar CO,. J& em estresses mais severos, Oocorre um prejuizo
metabdlico geral, resultante da combinacao de limitacao difusiva e bioquimica (FLEXAS
et al., 2004; GULIAS et al., 2002; LAWLOR; CORNIC, 2002; PENA-ROJAS et al.,
2004).
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Pode-se dessa forma dividir as limitacées da fotossintese devido a seca em
fatores estomaticos e ndo-estomaticos (KALEFETOGLU; EKMEKCI, 2005; STILLER et
al., 2008). O fechamento estomatico é geralmente acompanhado do decréscimo da taxa
de utilizacado de ATP e NADPH (substratos da fotossintese) para a assimilacdo de CO,
(HURA et al., 2007). As limitagdes metabdlicas, ou ndo-estoméaticas, incluem mudancgas
na capacidade da enzima ribulose-1,5-bifosfato-carbo-oxigenase (Rubisco) combinada
com a regeneracdo pertubada da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) (CENTRITTO;
LORETO; CHARTZOULAKIS, 2003; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; PARRY et
al.; 2002). Segundo Flexas et al.,, (2004) a grande diminuicdo de RuBP a baixas
condutancias estomaticas pode ser parte do prejuizo geral do metabolismo mais do que
resposta especifica ao estresse hidrico. Para Lawlor (2002) a regeneracao da RuBP
limita a fotossintese mais do que o suprimento de CO, ou a atividade da Rubisco.
Trabalhos de Flexas e Mendrano (2002) mostraram que os conteudos de RuBP e ATP
diminuem cedo no desenvolvimento da seca, a condutancias estomaticas a partir de
0,15 mol H,0 m®s™; enquanto a reducdo da atividade da Rubisco ocorre em valores
menores que 0,10 mol H,0 m?s™ e a fotoinibicdo permanente sé é ocasionada em
valores muito baixos, inferiores a 0,05 mol H,0 m?s™. Os autores ainda dividiram o
metabolismo fotossintético em cinco sub-processos que implicam em importantes locais
de inibicao sob seca: (1) capacidade de regeneracdo da RuBP, (2) sintese de ATP, (3)
fotoquimica foliar (indicado pela fluorescéncia da clorofila), (4) atividade da Rubisco e
(5) fotoinibicdo permanente.

Conforme estdmatos fecham no inicio do estresse, a concentracdo de CO,
dentro da folha (C;) primeiramente declina, mas, se a seca torna-se mais severa, G;
aumenta (OHASHI et al., 2006). Flexas e Medrano (2002) mostraram que reducao da C;
confirma a predominancia da limitacao estomatica em restricao a taxa fotossintética na
primeira fase da perda de agua, sem afetar rea¢des no cloroplasto. Contudo, o0 aumento

do estresse, quando Ci aumenta, indica predominancia de limitagcdes nao-estomaticas.

Com a restrita disponibilidade de CO., devido ao fechamento estomatico, e a
reducao da atividade fotoquimica, pode ocorrer um aumento da suscetibilidade ao dano
pela luz (FLEXAS; MEDRANO; 2002; TEZARA; DRISCOLL; LAWLOR, 2008). Quando

as clorofilas, pigmentos fotossintéticos, absorvem energia elas alteram suas
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configuracdes passando do estado basal para o estado excitado (nivel mais alto de
energia). Este estado excitado € muito instavel e de vida muito curta. Desta maneira,
estes pigmentos, apds receberem a energia dos fotons, dissipam esta energia
proveniente da luz por diferentes meios (TAIZ; ZEIGER, 2006). O chamado quenching
fotoquimico (gF) € a dissipagédo da energia (luminosa) em processos da fotossintese,
usada na formacdo do poder redutor e ATP, os quais serdo utilizados na fase
bioquimica do processo fotossintético. J& o quenching nao-fotoquimico (gNF) é a
dissipacao de energia em processos outros que nao o fotoquimico, sendo o principal
processo envolvendo a protecdo contra o fotodano. O gNF mede a dissipacao térmica
(calor) da energia de excitacdo em excesso, promovido principalmente pela
fluorescéncia da clorofila a no fotossistema Il (PS Il) e pelo ciclo das xantofilas
(carotendides) (COGDELL, 2006; KRAUSE; WEIS, 1991; SAYED, 2003; TAIZ; ZEIGER,
2006), onde a violaxantina é convertida em zeaxantina (LAWLOR, 2002). A temperatura
foliar também é positivamente correlacionada com o gNF e negativamente com a taxa
de assimilacao de CO, (ISODA, 2005b).

A limitagdo da fotossintese, que reduz o consumo de elétrons liberados da
agua, causa o0 excesso de energia de excitagdo, que se nao for eliminado com
seguranca pode ocasionar danos (LAWLOR, 2002; MULLER; LI; NIYOGI, 2001).
Quando a energia armazenada nas clorofilas, ou seja, o estado excitado da clorofila ndo
€ rapidamente dissipado pela transferéncia de excitacao ou fotoquimica, ela pode reagir
com o oxigénio, formando as chamadas espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species), que incluem o singleto ('O.), anions radicais de superdxidos
(02*), radicais hidroxilas (OH®) e perodxidos de hidrogénio (H.O,) (APEL; HIRT, 2004;
BARTLES, 2001; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; SMIRNOFF; BRYANT, 1999;
ASADA, 1999). Estas espécies sao as responsaveis por danos fotoxidativos,
principalmente em proteinas (D1) do centro de reacéo do fotossistema Il, por destruirem
componentes da membrana dos tilacoides, em especial os lipideos (LAWLOR,;
CORNIC, 2002). A fotoinibicao chega a ocorrer somente em condi¢gdes de estresse
hidrico muito severo e com quase completamente os estématos fechados (FLEXAS;
MEDRANO, 2002).
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Quando a taxa de absor¢éao de fétons excede amplamente seu consumo nas
reacdes de carboxilacdo (LAURIANO et al. 2000), e a planta se protege do efeito
danoso da luz dissipando o excesso de energia de excitacdo sob forma de calor
(aumento do gNF), ha reducao de eficiéncia do fotossistema Il (SOUZA et al., 2004),
ligado ao baixo transporte de elétrons pelo fotossistema Il e/ou injarias estruturais do
PSIl e do complexo antena do fotossintema Il (LHCII) (DUBEY, 1997).

A eficiéncia fotossintética, ou seja, a eficiéncia do fotossistema Il, é calculada
pela razao entre a chamada fluorescéncia variavel (F,) e a maxima (Fn) da clorofila
(HAVAUX; ERNEZ; LANNOYE, 1988). Essa relacdo F,:F, expressa o rendimento
quantico dos processos fotoquimicos desse fotossintema (LAZAK, 1999), ou seja, a
eficiéncia relativa da captura de energia luminosa pelo PSIl (PEREIRA, 2001). Quando
uma planta esta com seu aparato fotossintético intacto, a razao F,:F,, deve variar entre
0,75 e 0,85 (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989), enquanto a queda nesta razéo
reflete a ocorréncia de danos fotoinibitérios nos centros de reagdo do PSII, como
quando as plantas estdo sujeitas a seca (BJORKMAN; DEMMING, 1987; OGREN;
OQUIST, 1985).

A fotorrespiracdo (FR) é absor¢cdao de O, como substrato da enzima Rubisco,
em sua atividade oxigenase, com uma liberacdo concomitante de CO, para a atmosfera
(TAIZ; ZEIGER, 2006). Devido ao fato de a fotossintese e a fotorrespiragéo trabalharem
em direcoes diretamente opostas, a fotorrespiracao resulta em perda de CO, de células
qgue estejam simultaneamente fixando CO, por meio do ciclo de Calvin (OGREN, 1984;
LEEGOOQOG et al., 1995).

Em plantas C3; como a soja, consideravel absor¢cdo de O, ocorre durante a
fotorrespiracdo (HEBER, 2002). Nessas plantas, a fotorrespiracdo tem um papel
importante como uma rota para o consumo consideravel de energia (WINGLER et al.,
2000). Por ser um dreno alternativo do fluxo de elétrons induzidos pela luz, a
fotorrespiracdo protege as folhas contra o excesso de redutores e usa energia quando
outros métodos de dissipacao (como a assimilacao de CO,) sao restritos, prevenindo a
fotoinibicdo durante periodos de alta luminosidade e disponibilidade limitada de CO,
nos cloroplastos (KOZAKI; TAKEBA, 1996; OSMOND et al., 1997; STUHLFAUTH et al.,
1990; TAIZ; ZEIGER, 2006). Ainda, a fotorrespiracdo tem papel fundamental na
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geracdao de metabdlitos, como serina e glicina, além da reciclagem de aménia
(WINGLER et al., 2000).

A soja se caracteriza por ser bastante sensivel a déficits hidricos, quando
comparada a outras importantes culturas no mundo, além de seu requerimento hidrico
ser relativamente alto, em torno de 800 mm dia™' para altas produtividades (ISODA,
2005a; De COSTA; SHANMUGATHASAN, 2002; LEI; TONG; SHENGYAN, 2006,
EMBRAPA, 2008).

Na cultura da soja, a disponibilidade hidrica é importante em dois periodos de
desenvolvimento: germinagdo-emergéncia e floracdo-enchimento de grédos. No primeiro
caso prejudica a obtencdo de uma boa uniformidade na populagédo de plantas, e no
segundo, quando a necessidade atinge o maximo, provoca alteracdes fisioldégicas na
planta, como fechamento estomatico e enrolamento de folhas. Como consequéncia, ha
queda prematura de folhas e flores e abortamento de vagens, resultando por fim em
reducao de rendimentos de grdos. Na fase vegetativa, a seca reduz crescimento e area
foliar, e na reprodutiva, além das reducdes mais drasticas no rendimento, um
adiantamento na maturacao resulta um menor acimulo de matéria seca, vagens vazias
e “chochamento” de graos (BONATO, 2000; SAITOH; MAHMOOD; KURODA,1999). No
estadio de germinacao, o déficit hidrico reduz a produtividade de soja em 20% e no
florescimento em 46% (SHOU' et al., 1991 apud ZHANG et al., 2007), devido & reducéo
da taxa fotossintética, conduténcia estomatica e da taxa transpiratéria da soja (OHASHI
et al., 2006; VU et al., 2001).

Segundo Desclaux, Huynh e Roumet (2000), estresses hidricos parecem
comandar uma troca precoce do desenvolvimento vegetativo para o reprodutivo, menor
namero de nés, antecipacado da formacao de flores e vagens, e um encurtamento da
fase reprodutiva acarretando em diminuicdo do periodo de enchimento de graos. De
acordo com Brevedan e Egli (2003) o comprimento do periodo de enchimento de graos
€ um importante determinante da producéo de todas as plantas graniferas.

Oya et al. (2004) afirmam que a manutencdo da alta taxa de crescimento
durante periodos de seca parece ser a chave para altas produtividades (tolerancia a
seca). Em seus trabalhos, para déficit hidrico cedo no desenvolvimento da soja, houve
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reducao da producado de biomassa vegetal e comprimento de entre-nds; no enchimento
de graos reduziu o numero de sementes por legume e apds este estagio aumentou o
abortamento de legumes e limitou o peso de sementes. Ainda, plantas que sofreram
estresses foram mais baixas e houve um menor nimero de vagens por unidade de

matéria seca.

Em varios casos ainda, exposicao prolongada de plantas a condigdes de
estresses como a seca resulta no enfraquecimento das defesas da planta e aumento da
suscetibilidade a pestes e doencas. (Mittler, 2006).

Plantas tém se adaptado para responder a estresses em niveis moleculares e
celulares bem como fisiolégicos e bioquimicos (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI,
2006). Enquanto adaptacdes morfolégicas e anatémicas podem ser de vital importancia
para algumas espécies, estas ndo acontecem em todas as espécies. Em contraste, as
respostas celulares para estresse hidrico parecem ser conservadas em todo o reino
vegetal (RUIZ-LOZANO, 2003). Em nivel molecular, déficits hidricos engatilham varias
mudancas na expressao génica, que pode ser usada para definir as respostas de
protecdo de uma planta. Muitos esforcos estdo atualmente direcionados na
compreensao de mecanismos de respostas de plantas, em condi¢ées na qual a agua
limita seu crescimento e desenvolvimento, na ordem de identificar produtos de genes

que conferem adaptacao a déficits hidricos (BRAY, 2004).

Para manter o crescimento e a produtividade, as plantas devem adaptar-se
as condicbes de estresse e exercer mecanismos de tolerancia especificos. As
modificacoes das plantas para aumentar a tolerdncia a seca sao mais baseadas na
ativacao e regulacao de genes que protegem e mantém as fungcdes e componentes da
estrutura celular (WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003).

A engenharia genética é uma ferramenta poderosa para melhorar a tolerancia
das plantas aos diferentes estresses. Recentemente, muitos estudos tém tentado
aumentar a tolerancia ao estresse por transferéncia de genes. Os genes selecionados
para a transformacao sao geralmente aqueles que codificam proteinas especificas
induzidas por estresses abibdticos com fungdes conhecidas, que incluem proteinas
canais de agua, enzimas chaves para a biossintese de osmdélitos e destoxificacao, além
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de proteinas de transporte. Varios genes individuais parecem ter algum impacto positivo
na tolerancia ao estresse, mas, complexa como é em seca, esta € muito improvavel de
estar sob controle de um Unico gene. Uma estratégia mais ampla e promissora pode ser
0 uso de fatores de transcricdo, em especial aqueles em topo de cascata, regulando a
expressdo de varios genes relacionados ao estresse abidtico (BARTELS; SUNKAR,
2005; CHINNUSAMY; XIONG; ZHU, 2005; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, et al., 2002).
Para Beck et al. (2007) também, a super expressdao de um fator de transcricdo, ou
ativador transcripcional de uma sequiéncia multigénica, cujos produtos direta ou
indiretamente conferem aumento na tolerancia ao estresse, se mostra a estratégia mais

promissora para conter uma sindrome como a seca.

DREB (Dehydration Responsive Element Binding protein) € uma familia de
fatores de transcricdo de topo de cascata de eventos moleculares que finalizam com
respostas de defesa contra a desidratacao celular (LIU et al., 1998; GILMORE et al.,
1998; YAMAGUSHI-SHINOZAKI et al., 2002). Estes fatores de transcricdo, que
reconhecem elementos de resposta a desidratacdo, tém se mostrado em Arabidopsis
atuar num papel crucial em promover a expressao de genes de tolerdncia a seca
(PELLEGRINESHI et al., 2004). As proteinas DREB apresentam um dominio
conservado de aproximadamente 60 aminoacidos, denominado dominio AP2, que
reconhece a regidao denominada DRE (Dehydration Responsive Element), um elemento
cis-atuante que contém a sequéncia de bases CCGAC (LIU et al., 1998; SHINOZAKI;
YAMAGUSHI-SHINOZAKI, 2000). A regiao promotora de varios genes envolvidos na
resposta a seca também apresentam a regido conservada DRE e a ativacdo e
regulagem da expressao desses genes sao ativadas pelo fator de transcricio DREB
(KASUGA, 2004, SEKI, 2001).

Dento da familia de genes DREB, foram identificados em Arabidopsis dois
grupos dos fatores de transcricdo que se ligam ao DRE: os genes DREB1 e DREB2,
que codificam proteinas estruturalmente diferentes que se ligam ao DRE, mas sao
induzidas por diferentes estresses. DREB1 é induzido por baixas temperaturas, alta
salinidade e déficit hidrico, enquanto DREB2 por estresses osmotico e também hidrico.
O elemento promotor DRE parece atuar como um ponto de cruzamento onde diferentes
rotas de sinalizagdo engatilhadas por estresse abidtico convergem para integrar
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informacdo e respostas da planta a mdultiplos estresses (KASUGA, 1999; KNIGHT;
KNIGHT, 2001; LIU et al., 1998; STOCKINGER; GLIMOUR; THOMASHOW, 1997).

Diversos trabalhos relataram que o gene DREB1A super expressado em
plantas transgénicas de tabaco, arroz, trigo e Arabidopsis resultou numa forte inducao
na expressao de genes alvos ligados a desidratacdo, congelamento e salinidade e
assim, uma maior tolerdncia a esses estresses (DUBOUZET et al., 2003; KASUGA et
al., 2004; PELLEGRINESHI et al., 2004). Embora o aumento da tolerancia, os trabalhos
verificaram que este gene, quando dirigido sob um promotor constitutivo, o 35S,
provocou retardamento no crescimento das plantas, indicando que a maior tolerancia
das plantas 35S:DREB1A foi as custas do crescimento e produtividade. Quando
DREB1A foi posicionado sob um promotor estresse induzido, o rd29A, o efeito de
retardo no crescimento das plantas transformadas foi minimizado se comparadas as
plantas com o promotor constitutivo (KASUGA et al., 1999, KASUGA et al., 2004;
PELLEGRINESHI et al., 2004). Em plantas de amendoim transgénicas, a expressao
estresse induzida do AtDREB1A, dirigido pelo promotor rad29A, nao resultou em retardo
de crescimento (BHATNAGAR-MATHUR et al., 2007).

Varios estudos demonstram o importante avanco no uso de fatores de
transcricdo na aquisicdo de tolerancia aos estresses, o qual pode contribuir para a
agricultura e o ambiente, pois plantas transformadas com fatores de transcricdo podem
super expressar uma gama de genes relacionados com a tolerancia ao estresse.
Embora possam ocorrer alguns efeitos negativos, como o retardo no crescimento das
plantas, estratégias como utilizar promotores estresses-induzidos para controlar a
expressdo dos fatores de transcricdo pode prevenir ou reduzir esses efeitos. A
combinacdo do promotor rd29A e do gene DREB1A se mostra entdo como uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de plantas transgénicas tolerantes a
seca em diferentes espécies, minimizando os riscos de perdas. Mais avangos e estudos
nessa area também podem contribuir com o aperfeicoamento dessa estratégia
(PELLEGRINESHI et al., 2004; KASUGA et al., 2004).
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Material vegetal e condi¢coes de cultivo

Trés experimentos subseqlientes foram conduzidos em casa de vegetacao
com cobertura de vidro na Embrapa Soja, Londrina, PR, Brasil (23°11°37” S,
51°11’03"W, 630m alt). Duas cultivares de soja [Glycine max (L.) Merr.], com habito de
crescimento determinado, sendo uma convencional, BR16, e sua isolinea transgénica,
denominada P58, contendo a construcdao rd29A:DREB1A, foram inoculadas com
bactérias do género Bradyrhizobium (Nitragin Cell Tech, liquido) e semeadas em 25/01,
07/04 e 07/08 do ano de 2006.

Para a transformacéao da cultivar transgénica P58, o cassete rd29A:DREB1A,
contendo o promotor estresse induzido rd29A e a regido codante DREB1A, ambos
elementos de Arabidopsis thaliana, foram introduzidos por biobalistica em plantas de
soja conforme Beneventi (2006), com o objetivo de aumentar a tolerancia ao déficit
hidrico. Neste trabalho, a autora confirmou a expressédo do gene AIDREB1A por PCR
em tempo real em condicbes de déficit hidrico, pela indu¢cao do promotor rd29A em um
evento positivo e a estabilidade da integracdo no genoma de soja na primeira geracao

proveniente deste evento.

Foram usados vasos de PVC com capacidade de seis litros de substrato,
formado por areia seca em solucéo nutritiva, esta suplementada semanalmente, € 0 uso
de estacas como suporte para as plantas. Na Figura 1 é apresentada uma visao geral
da area experimental, destacando a disposicdo dos vasos no interior da casa de
vegetacao. Termohigrografos foram utilizados para monitorar a umidade relativa do ar e
a temperatura do ar, que variou dentro da faixa de 23 e 35 °C com o auxilio de
ventiladores e aquecedores instalados na casa de vegetacdo. Houve o controle parcial
do fotoperiodo, feito este com suplementacéao utilizando luz artificial durante vinte dias
apds a germinacao, entre as trés e oito horas e meia da manha. Quando necessério, o

tratamento fitossanitario foi feito segundo recomendacgdes técnicas (EMBRAPA, 2008).

Durante todo periodo de conducao dos experimentos, foram monitorados, em
estacdes meteorolégicas automaticas instaladas préximas a casa de vegetacdo onde
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foram conduzidos os experimentos, os valores de radiagdo solar e temperatura do ar,

no ambiente externo.

Figura 1 — Vista geral da disposicdo dos vasos no interior da casa de vegetacdo. Local: Embrapa Soja,
Londrina, PR, Brasil

2.2.2 Tratamentos e desenho experimental

Apés a germinacao, as plantas foram mantidas a uma condicdo de umidade
gravimétrica do solo (UG) de 15%. A partir do florescimento, R1/R2 segundo a escala
de desenvolvimento proposta por Fehr e Caviness (1977), as plantas foram submetidas
a duas disponibilidades hidricas: UG de 15% (controle) e de 2,5%, tratamento com

estresse hidrico. O déficit hidrico foi iniciado com 5% UG, sendo reduzido
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gradativamente a 2,5% de UG e mantido a este nivel até o final dos experimentos.
Anteriormente foi feito uma calibragem (curva) de capacidade de armazenamento de
agua no substrato, a partir da qual se definiu os valores de 15% de UG como a umidade
correspondente ao valor de adequado de suprimento de agua as plantas (préximo a
capacidade de campo), e 5% de UG para a aplicacdo de restricdo hidrica as plantas. A
reducdo da disponibilidade hidrica de 5% para 2,5% de UG nos tratamentos sob

estresse foi para a obtencao de niveis mais severos de deficiéncia hidrica.

Os diferentes niveis de disponibilidade de agua foram mantidos através de
pesagens manuais didrias, excluindo os pesos das plantas através de vasos reservas
com os mesmos tratamentos. Para a melhor uniformidade entre os tratamentos, isopor
picado em pequenos cubos foi colocado na superficie dos vasos para reduzir a perda
de agua do substrato por evaporacao.

Os ensaios foram instalados sob o delineamento de blocos ao acaso com os
tratamentos em arranjo fatorial (2x2): duas cultivares (P58 e BR16) vs dois niveis de
disponibilidade hidrica (2,5 e 15% de umidade gravimétrica do solo), com trés amostras
(vasos) por parcela dentro de cada bloco e quatro blocos, totalizando 48 parcelas. Cada
parcela foi constituida de uma planta por vaso e o rodizio dos vasos dentro dos blocos

feito semanalmente.

O modelo matematico do desenho experimental utilizado para esta pesquisa

foi o que segue, eq. (1):

_ . % . 1
Yijkl m+Cultl. +Blocoj +Umldk + Cult Umldik +gijkl (1)

em que,
Y,, € o efeito da variavel resposta da cultivar /, no bloco j, no nivel de umidade k;
m € o efeito da média geral do experimento;

Cult; é o efeito do cultivar J;
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Bloco, € o efeito do bloco j;

Umid, € o efeito do nivel de umidade k;

Cult *Umid, € o efeito da interag&o entre a cultivar i e nivel de umidade k;

£,, € o efeito do residuo aleatério com N =(0,0° ).

2.2.3 Medicoes

Avaliacdes fisioldgicas: com o uso de um medidor de trocas gasosas com
sistema aberto de fluxo de ar (Li-6400; Li-COR), foram medidos condutancia estomatica
(mol H20 m*? s, taxa fotossintética (umol CO2 m? s™) e transpiratéria (mmol H,O m™
s), concentracdo interna de CO, (umol CO, mol”), temperaturas do ar ambiente e
foliar (°C), e sua diferenca. A densidade de fluxo de fotons fotossintéticos utilizada
dentro da camara foi de 1000 pmol m? s, A eficiéncia fotossintética (F./Fr) foi medida
com um fluorébmetro (Plant Efficiency Analyser; Hansatech) e o teor de clorofila (mg
cm®) com um medidor portatil (SPAD-502; Minolta). As medicdes foram feitas em datas
distintas ap6s o florescimento pleno (R2), em uma area de dois cm? do foliolo mediano
do terceiro trifélio, completamente expandido, no periodo compreendido entre as nove e

onze horas e meia da manha.

O acompanhamento do status hidrico das plantas foi mediante os valores de
condutancia estomatica, que segundo Flexas et al. (2004), para propositos
comparativos em estudos com fotossintese, a condutancia estomética € o indicador
mais sensivel a severidade do estresse hidrico em folhas. Foram utilizados intervalos
de condutancia estomatica definidos pelos autores nesse estudo como base para o
acompanhamento do déficit hidrico nas plantas, onde: i) controle: Gs = 0,2 mol H,O m™
s'; i) estresse moderado: Gs = 0,1 a 0,2 mol H,O m™? s™; iii) estresse severo: Gs < 0,1
mol H.O m2s™.

Avaliagbes agronémicas: consistiram de dados fenolégicos, altura de planta

(cm), numero de nés, comprimento médio dos entre-nds (cm), peso seco da parte aérea
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(9), numero de sementes por planta, pesos fresco e seco de semente (g) e niumero de

Iegumes com semente.

2.2.4 Analise estatistica

A partir dos dados obtidos foram avaliadas todas as pressuposicdes da
Anadlise de Variancia (ANOVA) (COCHRAN; COX, 1957) e aplicado o teste de
comparagfes multiplas de médias pelo método de Tukey (p < 0,05).

Anteriormente ao método da ANOVA, foram realizadas todas as andlises
exploratérias para as variaveis medidas, verificando as pressuposi¢cdes de normalidade
dos residuos (SHAPIRO; WILK, 1965), homogeneidade das variancias dos tratamentos
(BURR; FOSTER, 1972), aditividade do modelo (TUKEY, 1949) e analise dos residuos
(PARENTE, 1984).

Os dados obtidos foram analisados através do pacote estatistico SAS -
Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE, 2001) versao 8.2.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Avaliacoes fisiologicas

A partir dos resultados observados nas variaveis mensuradas verificaram-se
dois comportamentos bem distintos, basicamente em fungao dos niveis de umidade do
solo: 15% e 2,5% de UG. A maioria das diferencas estatisticas significativas (p < 0,05)
das anadlises dos dados realizadas foi para esta causa de variacao.

Numa andlise geral, envolvendo as trés épocas de cultivo, observou-se que
as plantas sob maior disponibilidade hidrica (UG de 15%) apresentaram as maiores
médias para condutancia estomatica, taxa fotossintética e transpiratéria, praticamente
ao longo de todo o periodo avaliado (Figuras 2, 3 e 4). Verificou-se, ainda nessa mesma

umidade, que os valores para estas mesmas variaveis foram maiores nas plantas P58,
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transformadas com a construgcdo rd29A:DREB1A, do que nas plantas da cultivar
convencional (BR16), em quase todas as avaliacoes.

Observou-se também uma tendéncia de declinio dos valores com 0 avango
do ciclo, mais pronunciado no primeiro e ultimo cultivo, em todos os tratamentos
(Figuras 2, 3 e 4). Mesmo para as plantas sob 15% de UG, consideradas controle, foi
observado tal declinio das respostas ao longo dos experimentos. Esse comportamento,
talvez, seja devido a disponibilidade de agua, considerada inicialmente adequada, nao
ter sido realmente suficiente para atender a demanda hidrica das plantas,
principalmente das convencionais, fazendo com que estas sentissem mais com o
passar dos dias e 0 conseqgiente aumento da massa transpirante. Tal declinio, ainda,
pode ter sido agravado devido as condicdes climaticas (temperatura do ar e radiacao
solar), as quais possivelmente provocaram ou contribuiram para o aumento da

demanda hidrica das plantas (Figura 5).

Da mesma forma, em todos os cultivos, as plantas do tratamento com déficit
hidrico, 2,5% de UG, também apresentaram declinio nas respostas, porém mais
acentuado e alcancando valores bem mais inferiores (Figuras 2, 3 e 4). Para as duas
disponibilidades hidricas, quando nao foram iguais estatisticamente, as médias das
plantas P58 foram sempre superiores as das convencionais BR16, indicando que a
possivel expressdo do gene DREB1A introduzido nas plantas tenha contribuido para as
melhores respostas, para as duas condi¢des de disponibilidade hidrica.

Sendo a temperatura do ar e radiacao solar diferentes para os meses do ano
em que os experimentos foram conduzidos (Figura 5), as respostas das plantas nao
seguiram sempre um mesmo padrdo, embora o primeiro e uUltimo experimento tenham
sido mais semelhantes. A tendéncia de declinio das respostas das plantas para
condutdncia estomatica, taxa fotossintética e transpiratéria, em ambas as
disponibilidades hidricas, foi diferente, quando nao interrompidas por picos, 0s quais
foram bem visiveis nos resultados do segundo cultivo (Figuras 2, 3 e 4). A faixa de
valores das variaveis também foi diferente, provavelmente, devido as condicoes

climaticas.



35

0,75 | —+— BR16 a 15% de UG
0,70 |- —¥— P58 a15% de UG
0,65 I- —=— BR16a25% de UG
0.60 1= 1 P58 a 2,5% de UG
0,55 !
0,50 |

0,45 |
0,40 | 7 (a)

0,35 -
\{/Eﬂ

0,30 -
/i

0,25 -
D e e

2

0,20 |
0,15 |-

0,10 |
0,05 | -
O'OO T T T T T T T T

T T T T
41 47 55 62 69 73 76 78 82 86 89 92
DAS

=
.

Condutancia estomatica (mol HOm”s™)

0,75 |-
0,70 |-
0,65 |-
0,60 -
0,55 |-
0,50 -
0,45 |
0,40 -
0,35 |-
0,30 -
0,25 |-
0,20 -
0,15 |-
0,10 |-
0,05 -

0,00 T T T T T T T T T T
55 62 68 77 83 89 91 97 102 105

DAS

2

(b)

Conduténcia estomatica (mol HO m’ s")

0,75 |
0,70 |
0,65 |
0,60 |
0,55 |
0,50 |
0,45 |-
0,40 |
0,35 |
0,30 |
0,25 |
0,20 -
0,15 |-
0,10 | \
0,05 |
e —
0’00 T T T T T T T
45 51 58 65 72 79 86
DAS

2

|/

Condutéancia estomatica (mol H O m’ s")

Figura 2 — Condutancia estomatica (mol H,O m® s™). (a) cultivo 1; (b) cultivo 2; (c) cultivo 3. DAS = dias
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Figura 3 — Taxa fotossintética (umol CO, m* s™). (a) cultivo 1; (b) cultivo 2; (¢) cultivo 3. DAS = dias apds

a semeadura
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Figura 5 — Temperatura do ar (°C) e radiagéo solar (MJ m'2) no ambiente externo. (a) cultivo 1; (b) cultivo

2; (c) cultivo 3. DAS = dias ap6s a semeadura
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Durante o primeiro cultivo (janeiro a margco) as condi¢cdes climaticas foram
mais favoraveis ao cultivo da soja, no que se refere a quantidade de radiacéo solar,
com reflexos nas condicoes fotoperiddicas e térmicas. Com as médias de radiacao solar
e temperatura do ar mais altas (Figura 5a), o declinio das respostas das plantas sob
15% de UG nas trés varidveis mensuradas (Figuras 2a, 3a e 4a) deve ter ocorrido
devido a maior demanda hidrica da atmosfera e, portanto, a quantidade de agua
disponivel, talvez, ndo tenha sido suficiente para suprir as necessidades das plantas,
como ja comentado. Sendo o promotor rd29A, presente no cassete introduzido nas
plantas GM, do tipo estresse induzido (expressado apenas em condicdes de estresse),
a diferenca entre as plantas transgénicas e convencionais, para a UG de 15%, pode ser
devido a expressao do gene sob tais condigdes, possivelmente estressantes, descritas.
Polizel (2007), que avaliou a expressao génica destas mesmas cultivares P58, verificou
ainda uma expressdo basal do gene nos tratamentos, inclusive nos controles de 15%

de UG e, também, durante a fase vegetativa, anterior ao inicio do déficit hidrico.

Nos dois niveis de umidade no solo, essa diferengca entre as cultivares foi
crescente conforme se alcangavam os estadios mais avangados de desenvolvimento,
sendo bastante evidenciados nas trés ultimas andlises (Figuras 2a, 3a e 4a). O efeito
aditivo resultante do periodo sob restricao hidrica, mesmo para a UG de 15%, e a maior
proximidade da senescéncia das folhas, possam talvez explicar tal fato.

Observou-se ainda, um detalhe interessante na ultima avaliacdo da taxa
fotossintética. As plantas P58, inclusive as sob 2,5% de UG, mantiveram-se acima das
plantas BR16 a 15% de UG (Figura 3a) e, mesmo para a condutancia estomatica e taxa
transpiratoria, se igualaram estatisticamente, enquanto sua isolinea convencional BR16

sob 2,5% de UG se posicionou bem mais abaixo (Figuras 2a e 4a).

No segundo cultivo ndo houve uma separacdo bem distinta entre os
comportamentos resultantes das diferentes umidades, 2,5 e 15% de UG. As respostas
das plantas também nao seguiram um padrdao decrescente continuo como nos demais
cultivos (Figuras 2b, 3b e 4b). Verificou-se um grande pico nas respostas das plantas
durante as avaliacdes intermediarias, provavelmente, devido as condi¢des climaticas
nesse periodo. Desde o periodo inicial até o intermediario de desenvolvimento das
plantas (em torno dos 80 DAS), os valores médios de temperatura do ar e de radiacao
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solar foram inferiores aos demais cultivos (Figura 5b), os quais reduziram a demanda
evaporativa da atmosfera e, consequentemente, propiciaram melhores condicbes para
a manutencao da condicao hidrica das plantas em niveis mais adequados para o seu
metabolismo, independente da disponibilidade de agua no solo. Durante este periodo,
as taxas fotossintéticas e transpiratoria e a condutancia estomatica mantiveram-se em
niveis maiores do que aqueles observados durante 0 mesmo periodo no outros dois
cultivos (Figuras 2b, 3b e 4b). Verificou-se pelos valores da condutancia estomatica que
nesse periodo as plantas, com exce¢ao das BR16 a 2,5% de UG, podem nao ter sofrido
estresse hidrico por ndo alcancarem o limiar de 0,2 mol H,O m™ s, abaixo do qual é
considerado estresse moderado, segundo Flexas et al. (2004).

Com o aumento da temperatura do ar e da radiacao solar a partir dos 83 DAS
(Figura 5b), as plantas reagiram e a conduténcia estomatica e as taxas fotossintética e
transpiratoria das plantas apresentaram incremento consideravel (Figuras 2b, 3b e 4b).
Para Larcher (2000), picos na fotossintese podem ocorrer devido a possiveis
combinacdes e interacbes de fatores externos. Valores até mesmo pouco mais
elevados para as taxas fotossintética e transpiratéria foram verificados na avaliagcdo aos
91 DAS. A partir desta avaliagdo, sem condi¢des extremas ou grandes alteragdes nas
médias de radiacdo e temperatura, todas estas variaveis voltaram a cair, visto a
continuidade da restricao hidrica e amadurecimento das plantas.

Na ultima avaliagéo, aos 105 DAS, todas as plantas BR16 sob 2,5% de UG ja
haviam morrido (Figuras 2b, 3b e 4b). Esse encurtamento de ciclo, frente as plantas sob
15% de UG e mesmo a P58 sob o mesmo tratamento de umidade, € uma resposta
bastante caracteristica a falta de dgua (DESCLAUX, HUYNH; ROUMET, 2000), mais
significativo em plantas com maior sensibilidade ao déficit hidrico. Essa aceleragéo do
desenvolvimento e adiantamento da senescéncia reflete a tentativa da planta em
completar seu ciclo mais rapidamente para evitar a desidratacdo, e garantir a
perpetuacdo da espécie (LARCHER, 2000). Como consequéncia, as plantas
apresentam, geralmente, menor rendimento, devido a um menor periodo de enchimento
de graos, componente chave da produtividade total e perdas em outros indices
relacionados aos componentes de produtividade (BARNABAS et al., 2008). Yang e
Zhang (2006) e Plaut et al. (2004) também afirmam que déficit hidrico durante o periodo



41

de enchimento de graos, além de reduzir a fotossintese, antecipa a senescéncia e

encurta o periodo de enchimento de graos.

Ja as plantas P58 sob 2,5% de UG permaneceram vivas até apds a ultima
avaliacao, embora com ciclo inferior em relacdo ao grupo de plantas de 15% de UG, em
torno de 15 dias a menos que a média de 123 dias observados para esta UG. Na
avaliagdo aos 105 DAS, esse tratamento apresentou um aumento na condutancia
estomatica e taxa transpiratéria devido possivelmente ao aumento de radiagao (Figuras
2b, 4b e 5b). Ao final do ciclo, para estas variaveis, os valores observados nas plantas
como um todo, a 15% e 2,5% de UG, também se aproximaram, inclusive para a taxa
fotossintética (Figura 3b), similar ao ocorrido no primeiro cultivo.

Ja no terceiro cultivo, para as mesmas trés variaveis consideradas, as plantas
sob 15% de UG apresentaram desempenho semelhante aos demais cultivos: declinio
das respostas gradualmente com o transcorrer do déficit hidrico e valores superiores
das plantas P58, quando nao iguais estatisticamente (Figuras 2c¢, 3c e 4c) (dados ja
discutidos).

O grupo das plantas a 2,5% de UG atingiu valores bastante reduzidos bem
mais cedo, aos 58 DAS, com a condutancia estomatica abaixo de 0,05 mol H,O m?s™,
a taxa transpiratéria abaixo de 2 mmol H,O m? s e taxa fotossintética inferior a 6 pmol
CO, m? s™. No primeiro cultivo essas faixas de valores foram atingidas pelas plantas
sob 2,5% de UG apenas a partir dos 69 DAS, enquanto no segundo cultivo ndo foi
observado esse fato (Figuras 2, 3 e 4). Aos 58 DAS, se considerou que estas plantas ja
estavam sofrendo estresse hidrico severo, visto os valores de condutancia estomética
abaixo do limiar de 0,1 mol H;O m? s (FLEXAS et al., 2004), e a partir desta data as
plantas ndo se recuperaram mais (Figura 2c). As plantas sentiram o estresse mais cedo
neste cultivo devido talvez alguma resposta a maior radiacdo solar e,

consequentemente, maior demanda evaporativa da atmosfera.

Segundo Flexas et al. (2006), sob condi¢cdes de estresse hidrico, durante o
primeiro estagio, quando a condutancia se situa acima de 0,05 - 0,10 mol H,O m?s™, a
fotossintese é limitada principalmente pela restricdo da difusdo do CO, (reducédo da
condutancia estomatica e condutancia do mesofilo); durante o segundo estagio, sob

estresse hidrico severo, quando a condutancia cai abaixo desse limiar, ha um prejuizo
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foto e bioquimico, e a fotossintese é limitada indiretamente pelo estresse oxidativo
(acéo de espécies reativas de oxigénio), e ndo uma resposta direta a falta de agua. De
acordo com os autores ainda, essas mudancas sao precedidas pelo aumento da
atividade anti-oxidante na folha, quando a condutancia se situa na faixa de 0,15 - 0,20
mol H.O m2s™.

Aos 58 DAS, as plantas sob UG de 2,5% ja apresentavam condutancia
estomética abaixo do limiar de 0,05 mol H;O m? s e mantiveram esses valores até o
final do ciclo (Figura 2c). Tendo ocorrido o prejuizo descrito, n&do houve a possibilidade
de recuperacdo da fotossintese, que se manteve abaixo de 6 umol CO, m? s™ (Figura
3c). O mesmo ocorreu no primeiro cultivo, a partir dos 69 DAS, quando a condutancia
estomatica caiu abaixo, ou mesmo proxima, do limiar citado, e a fotossintese também
se manteve abaixo do mesmo valor de 6 umol CO, m? s desde entdo (Figuras 2a e
3a).

Apods terem alcancado o limiar de 0,05 mol H,O m? s para a condutancia
estomatica, a partir dos 58 DAS do terceiro cultivo, ndo houve diferenga estatistica entre
as cultivares sob déficit hidrico , 2,5% de UG, nas variaveis discutidas (Figuras 2c, 3c e
4c).

Em nenhum dos cultivos a condutancia estomatica das plantas a 15% de UG
atingiu o limiar de 0,05 mol H:O m? s, logo, ndo sofreram estresse hidrico severo
(Figura 2). No entanto, ao alcangarem valores de 0,20 mol H,O m? s, como no
segundo e terceiro cultivo, e mesmo de 0,10 mol H:O m? s no primeiro, j& indicam
terem sofrido algum estresse pela falta de agua, ou mesmo apresentado alguma
resposta de defesa contra o déficit hidrico.

As respostas de condutancia estomatica, taxa fotossintética e transpiratéria,
guando comparadas conjuntamente dentro de cada cultivo individual, apresentaram um
mesmo padrdo (Figuras 2, 3 e 4). Isso se deve ao fato desses processos estarem
intimamente ligados. Os valores de condutancia estomatica sofreram uma grande
queda ja a partir da segunda avaliacao no primeiro e terceiro cultivo (Figuras 2a e 2c).
Sendo a condutancia estomatica o primeiro evento fisiolégico afetado em resposta ao
declinio da disponibilidade hidrica (LEI; TONG; SHENGYAN, 2006), a queda para as

outras duas variaveis se deu de forma paralela, embora mais adiante (Figuras 3a, 3c,
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4a e 4c), devido a reducao na abertura dos estdmatos limitar a entrada de CO, para
dentro dos cloroplastos e a saida de agua para a atmosfera (FLEXAS et al., 2004).
Segundo Lawlor (2002), a seca faz com que a condutancia estomatica e a fotossintese
caiam, aproximadamente em paralelo, embora em secas mais severas, a condutancia
estomatica atinge o minimo e a fotossintese continua a cair. Outro fator a se considerar,
€ o aparelho utilizado para medir essas variaveis se basear nas mesmas diferencas
gasosas, de CO; e H.0O, entre a amostra na cadmara com a folha e a referéncia, para

calcular os valores de condutancia estomatica, taxa fotossintética e transpiratoria.

A introducédo do cassete nas plantas P58 provocou uma ou mais alteracdes
ainda nao identificadas, responsavel pelas diferencas significativas (p < 0,05) das
respostas. A provavel expressdo do cassete, promovendo uma esperada super-
expressao do fator de transcricio DREB1A, ativador de diversos genes de defesa da
planta contra estresses abibticos, dentre estes o hidrico, permitiu uma melhor
performance das plantas P58, na maioria das avaliagées em relacdo as suas isolineas
convencionais BR16, nas duas condi¢cdes de disponibilidade hidrica. A alteracao
provocada foi tdo significativa e positiva, no que tange a busca por maior tolerancia a
seca das plantas, que as plantas transgénicas P58 sob déficit hidrico chegaram, em
alguns casos, a se igualar as plantas sob 15% de UG, e mesmo a ultrapassar as BR16
dessa umidade em algumas situacoes.

Durante os cultivos, para as duas condicdes de umidade gravimétrica, a
maior condutancia estomatica das plantas P58, permitiu uma taxa transpiratéria destas
geralmente maior em relagao as convencionais (Figuras 2 e 4). Esta maior condutancia
estomatica das plantas transgénicas pode ser explicada pela maior manutencdo do
turgor celular (TAIZ; ZEIGER, 2006), garantida talvez pela expressdo de genes
relacionados ao ajuste osmético e ativados pelo fator de transcricio DREB1A
(POLIZEL, 2007). Na Figura 6 se verifica a maior turgidez das plantas P58 em relagao
as BR16, sob déficit hidrico, sendo visualmente notavel o murchamento mais rapido das
plantas convencionais. As maiores taxas transpiratorias das plantas transgénicas P58
refletiram em menores temperaturas foliares, representadas pelas maiores diferencas
de temperaturas entre o ar e folha (Figura 7). O processo de transpiracéo é de extrema

importancia para as plantas perderem calor e manterem-se em niveis térmicos 6timos
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para o bom funcionamento e regulagem do metabolismo, visto que processos como
fotossintese e respiracdo dependem do bom funcionamento de enzimas, diretamente
influenciadas pela temperatura (TAIZ; ZEIGER, 2006). Quando a agua nao é limitante, a
abertura dos estdmatos permite uma maior transpiragao das plantas devido ao seu bom
status hidrico, refletindo na manutencao da temperatura foliar abaixo da do ar ambiente

circundante.

P58 (BR16 com gene A{DREB) sob 2,5% de UG BR16 sob 2,5% de UG

Figura 6 — Maior turgidez das plantas transgénicas P58 em relagdo as convencionais BR16, que
apresentaram murchamento mais rapido

Em todos os cultivos, para o grupo das plantas sob 15% de UG, os valores de
diferenga de temperatura (entre o ar e a folha) foram sempre positivos (Figura 7). A
partir dos valores das condutancias estomaticas destas plantas (Figura 2), quase
sempre acima do limiar de 0,20 mol H,O m? s™ considerado como controle para Flexas
et al. (2004), também indicou o melhor status hidrico destas em relacdo aos

tratamentos sob déficit hidrico.
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Ja para as plantas sob 2,5% de UG, os valores negativos, ou seja,
temperaturas foliares acima das do ar ambiente (Figura 7), demonstraram o estresse
hidrico sofrido pelas plantas, consequente da limitada disponibilidade hidrica que afetou
a transpiragdo das plantas, ndo permitindo assim o resfriamento das mesmas. Os
menores valores de condutancias estomaticas, abaixo de 0,20 mol H;O m? s, também

confirmaram o déficit hidrico sentido pelas plantas (Figura 2).

De acordo com Isoda (2005b), ha uma correlagcdo positiva entre taxa
transpiratoria, condutancia estomatica e taxa de assimilagdo de CO; para soja. Durante
déficits hidricos, a redugdo da conduténcia estomatica limitando a perda de agua por
transpiracao resulta na maior temperatura foliar. Valores elevados de temperatura na
folha causam também diminuicio na taxa de assimilacdo de CO. por danos
fotoinibitérios ao aparato fotossintético (LI; KANG; ZHANG, 2004). A temperatura foliar
entdo se correlaciona negativamente com a taxa de assimilacdo de CO. e
positivamente com o gNF (ISODA, 2005a).

No primeiro e terceiro experimento, as maiores radiacées solares e
temperaturas médias do ar durante o periodo de cultivo fizeram com que as plantas
sentissem mais rapido a falta de agua, visto a ocorréncia de diferencas de temperaturas
negativas a partir dos 69 e 58 DAS, respectivamente (Figuras 5a, 5c, 6a e 6¢). Ja no
segundo cultivo, com radiacado solar e temperaturas médias do ar inferiores, a diferenca
se manteve positiva na maioria das avaliacoes. Somente nas trés avaliacbes finais
houve a queda para valores negativos, decorrente do incremento da radiacdo solar e
efeito prolongado da restricdo de agua (Figuras 5b e 6b).

O efeito da radiagédo solar sobre as plantas pode ter sido potencializado pela
seca, visto que a reducdo na condutancia estomatica limita a perda de calor pela
transpiracao, interagéo bastante comum durante déficits hidricos (TEZARA; DRISCOLL;
LAWLOR, 2008). O efeito detrimente causado pela interacéo entre os estresses hidrico
e térmico é muito maior se comparado aqueles decorrentes de cada estresse aplicado
separadamente (MITTLER, 2006; RIZHSKY; LIANG; MITTLER, 2002). Ainda, o
estresse térmico pode ser um perigo potencial em casa de vegetacdao, onde a baixa
velocidade do ar e alta umidade reduzem ainda mais a taxa de resfriamento foliar (TAIZ;
ZEIGER, 2006).
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De acordo com Larcher (2000), o comportamento da fotossintese durante a
seca € em funcdo do balanco hidrico das plantas, e sendo este negativo, os estdmatos
permanecem cada vez mais fechados. Segundo Cornic (2000), o fechamento
estomatico é considerado uma das causas da diminuicao da fotossintese, pois diminui a
disponibilidade de CO, no mesofilo. Dessa forma, as maiores condutancias estomaticas
(menor resisténcia estomatal) das plantas P58 também proporcionaram uma maior
difusdo de CO, para dentro do mesofilo da folha, permitindo assim maiores taxas
fotossintéticas, dentro de cada disponibilidade hidrica, durantes os cultivos (Figuras 2 e
3).

As médias de eficiéncia fotossintética de todos os tratamentos, em todos os
cultivos, foram bastante préximas, e as diferencas em grande parte nao significativas (p
< 0,05) até as avaliagcbes intermediarias (Figura 8). A diferenca entre as médias foi
crescente conforme o avango da restricao hidrica, sendo bastante evidenciado nas trés
ultimas analises. Os valores para os tratamentos se mantiveram geralmente entre 0,7 e
0,8, caindo na maioria das vezes abaixo desta faixa apenas na avaliagbes finais.
Segundo autores, valores abaixo de 0,75 refletem a ocorréncia de danos fotoinibitérios,
sendo causados pela seca (BJORKMAN; DEMMING, 1987; BOLHAR-NORDENKAMPF
et al, 1989; OGREN; OQUIST, 1985). O efeito aditivo resultante do
periodo sob condicdes de déficit hidrico e a maior proximidade da senescéncia das
folhas (amarelecimento) devem ter sido responsaveis pelas diferencas significativas (p

< 0,05) na eficiéncia fotossintética observada ao final nos diferentes tratamentos.

Em seus estudos, Stiller et al. (2008) também constataram que a eficiéncia
fotossintética em folhas de batata submetidas a seca foi completamente inalterada até
as avaliacoes intermediarias. Além de disturbios no processo enzimatico da
fotossintese (HURA et al., 2007), um dos fatores metabdlicos limitando a fotossintese
durante a seca, é a inibicdo fotoquimica, por danos ao aparato fotossintético,
especialmente ao fotossintema Il (TAIZ; ZEIGER, 2006), e de processos de transporte
de elétrons (STILLER et al., 2008; GIARDI et al., 1996). Mas diversos autores afirmam
que o déficit hidrico, até certos niveis de severidade, ndo diminui substancialmente a
atividade do fotossistema Il (CENTRITTO, 2005; CORNIC; BRIANTAIS, 1991; FLEXAS;
MEDRANO, 2002; GIARDI et al., 1996; HAVAUX, 1992; LAWLOR, 2002, LAWLOR,;
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CORNIC, 2002; LU; ZHANG, 1998; RAMANJULU et al., 1998; SHANGGUAN; SHAOQO;
DYCKMANS, 2000; STILLER et al., 2008). Em seus trabalhos com soja, Ohashi et al.
(2006) também verificaram que a eficiéncia do fotossistema Il ndo foi alterada pelo
déficit hidrico. Ainda, autores consideram que sob déficit hidrico o transporte de elétrons
continua a uma taxa significante mesmo em tecidos severamente estressados (HEBER,
2002; KITAO et al. 2003; TEZARA et al.; 2008). Sob déficit hidrico, a fotorrespiracdo em
folhas de plantas C; estressadas pode manter o transporte de elétrons similar aqueles
observados em folhas ndo estressadas enquanto a taxa de assimilacado de CO. diminui
(FLEXAS et al.,, 1998, 2002; NOCTOR et al, 2002; ORT e BAKER, 2002;
STUHLFAUTH, SCHEUERMANN; FOCK, 1990). Dessa forma, a queda tardia na
eficiéncia fotossintética dos tratamentos (Figura 8) se deu somente quando a seca
atingiu um ponto mais avancado, cujo nivel coincide com danos ao aparato
fotossintético, ou seja, uma limitagdo metabdlica que ocorre em condi¢des severas de
estresse (FLEXAS et al., 2004, 2006; GRASSI; MAGNANI, 2005).

Dentro dos niveis de 2,5% de UG, para a eficiéncia fotossintética, as plantas
P58 se sobressairam em relacdo as BR16 nos trés cultivos (Figura 8). Chama a
atencao o interessante fato das plantas transgénicas apresentarem maior eficiéncia
fotossintética do que as plantas convencionais nas Ultimas avaliacbes dos dois
primeiros experimentos (Figura 8a e 8b). Em tais avaliagdes, observou-se ainda que as
plantas P58 sob 15% de UG apresentaram menor eficiéncia fotossintética do que as
plantas P58 a 2,5% de UG.

As plantas BR16 a 2,5% de UG, que mais sentiram a restricdo hidrica,
visualmente encurtaram o ciclo em relagdo as demais (Figura 9), razdo provavel pela a
qual apresentaram as menores médias de eficiéncia fotossintética nas avaliacdes finais

(Figura 8), devido estarem mais préximas da senescéncia.
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\
P58 (BR16 com gene AIDREB) sob 2.5% de UG BR16 sob 2 5% de UG

Figura 9 — Diferenca visual da reducao do ciclo das plantas BR16 em relagdo as P58 nos tratamentos sob estresse
hidrico (2,5% de UG)

O teor de clorofila das plantas a 15% de UG foi geralmente maior devido este
pigmento ser reduzido sob condicées de seca (Medrano et al.,, 2002). Dentro dessa
umidade, as plantas BR16 apresentaram geralmente maiores valores ao longo do ciclo,
e apenas nas avaliagdes finais dos cultivos que os valores desta decairam mais do que
os das plantas P58 (Figura 10). Sob 2,5% de UG, as respostas das plantas foram
semelhantes, os maiores valores em geral para as BR16 e apenas nas avaliagbes finais
para as P58, embora as pequenas diferengas entre as cultivares e, na maioria das
avaliagbes, iguais estatisticamente. Nao foi possivel verificar um padrdo nas respostas
de teores de clorofila entre os tratamentos, principalmente no terceiro cultivo, somente
que as diferengas foram mais significativas nas avaliagdes finais. A partir das respostas,
verificou-se apenas o acumulo de clorofila com o desenvolvimento das plantas e a
posterior reducdo, talvez adiantada pelo efeito do déficit hidrico e com a senescéncia

das plantas, tendéncia normal no desenvolvimento das plantas em geral.
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A concentracdo interna de CO2 medida nas plantas apresentou grande
variabilidade em todos os cultivos, devido talvez ser uma variavel muito sensivel a
regulagem do aparelho utilizado, que resultou em dados muitos inconsistentes,
principalmente nas plantas mais debilitadas pelo estresse hidrico e proximas da

senescéncia (dados néo apresentados).

2.3.2 AvaliacGes agronomicas

O inicio do florescimento das plantas, estadio R1 segundo a escala de
desenvolvimento proposta por Fehr e Caviness (1977), se deu aos 31, 51 e 32 DAS,
respectivamente nos trés cultivos, devido as diferentes condigcbes climaticas nos

periodos de conducao de cada experimento.

As plantas BR16 apresentaram sempre as maiores alturas em relacao as
P58, independente dos niveis de umidade gravimétrica (Figura 11). Entretanto, nao
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os niveis de umidade gravimétrica, para
uma mesma cultivar, nos dois primeiros cultivos (Figuras 9a e 9b). Apenas no terceiro
cultivo, para as duas cultivares, BR16 e P58, as médias de altura de plantas sob 15%
de UG foram superiores as das plantas sob 2,5% de UG, devido as melhores condi¢des
hidricas, provavelmente (Figura 11c). As maiores alturas da plantas da cultivar BR16
foram devido, principalmente, aos maiores comprimentos de entre-n6s observados
nessa cultivar, provocado inclusive por um maior estiolamento do que nas P58,
fenbmeno bastante comum em cultivos em casa de vegetacgao.

A diferenga de altura entre as duas cultivares era visivel mesmo desde os
estadios vegetativos, quando ainda nao havia iniciado o déficit hidrico, e as planta eram
todas mantidas a uma UG de 15%. Segundo alguns melhoristas, o melhoramento
genético para aumentar a tolerdncia a seca tende a provocar redugdo de porte das
plantas. A expressédo basal do gene AIDREB1A, confirmada por Polizel (2007) durante
o primeiro cultivo, ativando outros genes de defesa contra estresses abibticos, pode
também ter sido um dreno de energia no metabolismo da planta, afetando seu
crescimento. Kasuga et al. (2004) relataram que a super expressao do mesmo gene
AMDREB1A, embora dirigido pelo promotor constitutivo 35S, também afetou o
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crescimento em plantas transgénicas de tabaco e Arabidopsis em condicbes nao
estressantes. No mesmo trabalho ainda, plantas transformadas com o promotor rd29A
também apresentaram expressdo do gene DREB1A com condicdes normais de
disponibilidade de agua, embora a essa expressao tenha sido menor se comparadas as
plantas transformadas com o 35S. Segundo Beck et al. (2007), a adaptacdo a um
estressor pode também levar a um decréscimo em outros processos como fotossintese
e crescimento. Mais estudos e avancos sao necessarios para contribuir com o
aperfeicoamento dessa tecnologia.

Para numero de nés, no primeiro cultivo ndo houve diferenca significativa (p <
0,05) entre os tratamentos (Figura 12a), e no segundo cultivo, a diferenca em torno de
um a dois nés, pode ser considerada normal e comum no cultivo da soja (Figura 12b).
Para o segundo cultivo ainda, o encurtamento de ciclo das plantas sob 2,5% de UG
acarretou num menor periodo de desenvolvimento e, por conseguinte, um menor
namero de nos destas em relacao as plantas a 15% de UG. Apenas no terceiro cultivo a
diferenga entre os dois niveis de umidade foi pronunciada, com maior numero de nés
sob 15% de UG (Figura 12c), devido ao provavel efeito do estresse hidrico nas plantas
a 2,5% de UG.

O maior peso seco da parte area foi observado nas plantas sob 15% de UG,
e entre estas, nas plantas BR16 (Figura 13). O peso seco da planta, de forma geral,
esta mais relacionado ao numero de nds do que a altura da planta, devido aos trifélios
brotarem das gemas localizadas nos noés do caule. Sendo o numero de nés
praticamente iguais entre os tratamentos, o maior peso seco das plantas sob 15% de
UG foi em funcao provavelmente da maior area foliar. De acordo com Taiz e Zeiger
(2006) a area foliar € importante porque em geral a fotossintese (assimilacdo de
carbono) é proporcional a ela, e a menor area foliar € uma tentativa da planta se
assegurar viva durante a seca, embora resulte numa menor taxa de crescimento
(SINCLAIR; PURCELL, 2005).
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As plantas sob 15% de UG também apresentaram os maiores numero de
sementes por planta e niumero de legumes com semente (Figuras 14 e 15). Uma das
consequéncias do déficit hidrico durante o periodo da fase reprodutiva, mais
especificamente no desenvolvimento dos legumes e inicio do enchimento de graos, é o
abortamento das vagens e o ndao enchimento dos graos, ocasionando as chamadas
“vagens chochas” (BONATO, 2000), ou seja, legumes vazios sem graos cheios, o qual
explica os menores valores observados para as plantas sob restricdo hidrica (2,5% de
UG).

A ocorréncia de deficiéncias hidricas durante o florescimento acarreta num
forte abortamento de flores (BONATO, 2000). Depois de restabelecido o suprimento de
agua, a reidratacdo pode promover um consideravel enchimento dos graos
remanescentes, que ao final do ciclo podem apresentar maiores peso de graos
(DESCLAUX; HUYNH; ROUMET, 2000). Periodos de limitacao de agua, bem como de
alta temperatura, durante o desenvolvimento dos graos causam grandes perdas de
produtividade (BARNABAS; JAGER; FEHER, 2008). Como nos experimentos nao
houve reidratacdo, e a restricdo de agua foi continua até a morte das plantas, as
plantas sob 2,5% de UG apresentaram peso de graos bastante inferior aos das plantas
sob 15% de UG (Figuras 16 e 17), estas com maior disponibilidade de agua para
encher os graos. Para a UG de 15% ainda, as plantas BR16 obtiveram os maiores
pesos de graos em relacdo as P58. Sendo a BR16 um cultivar comercial, esta ja foi
melhorada geneticamente para a produtividade. A expressao do gene AIDREB1A nas
plantas transgénicas, ainda em fase de desenvolvimento, pode ter causado outras
alteragcdes ainda nao identificadas que podem ter tido algum efeito sobre a producéo,
talvez como um dreno de energia, embora as diferencas entre ambas as cultivares
tenham sido pequenas. Segundo Mittler (2006), a resisténcia a um ou a combinacao de
estresses pode estar geneticamente ligado a supressdo de crescimento ou
produtividade nas plantas.
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Em suma, as melhores respostas das plantas transgénicas podem estar
relacionadas a maior expressdo de outros genes de defesa contra dessecacao,
ativados pelo fator de transcricio DREB1A. Todavia, outras possiveis alteracoes
provocadas nas plantas, como no porte e rendimento, ainda ndo foram bem
caracterizadas. Dessa forma, mais estudos sdo necesséarios no sentido de melhoria
dessas caracteristicas, além da identificacdo de outros possiveis efeitos ocasionados.
Também sdo necessarios estudos complementares a campo para verificar o
enraizamento mais profundo do sistema radicular na busca de maior captacao de agua,
esta limitada pela capacidade do vaso, o comportamento das plantas frente a condi¢des
normais de cultivo, como temperatura e umidade relativa do ar, velocidade do vento,
entre outros. Essa maior caracterizacdo fisiolégica e agrondbmica permitira,
posteriormente, que essas plantas possam ser inseridas em programas de
melhoramento genéticos especificos, ou na transformacdo de diferentes cultivares
garantindo assim uma maior tolerancia a seca, manutencao da produtividade, e por fim,

da lucratividade, em ambientes sujeitos a seca.

2.3.3 Modelo matematico

O efeito de vasos foi inicialmente incluido no modelo do delineamento
experimental, mas devido a auséncia de significancia deste efeito isolado e interacdes
com as demais causas de variagdo, os graus de liberdade referentes a tais efeitos

foram adicionados a variancia residual (ANEXO A).
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3 CONCLUSAO

A expressao da construcdo com o gene DREB1A confere, provavelmente,
maior tolerdncia das plantas de soja geneticamente modificadas em condicbes de
restricdo hidrica, baseada em respostas fisiologicas. Mas, o efeito da melhor
performance fisioldégica das plantas transgénicas sobre o desempenho agronémico da
cultura (produtividade) deve ser ainda comprovado em condicoes de campo (de

lavoura).
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ANEXO A — Esquema da ANOVA.

Causa de variacao (cv)

Graus de liberdade (gl)

Blocos 3
Cultivar 1
Umidade 1
Cultivar * Umidade 1
Residuo 41
Total 47

75



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

