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RESUMO

FERREIRA, Dalton de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2017. GmNACO081: elemento de convergéncia para comunicagao
cruzada entre senescéncia e tolerancia a seca. Orientadora: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes.

O setor da agroindustria representa a maior fragdo das divisas na economia
brasileira. No entanto, as culturas agrondmicas estao sujeitas aos estresses
do meio ambiente, incluindo os estresses bidticos (causados por
microrganismos, herbivoros ou virus) e abidticos (disponibilidade de agua,
nutrientes, presenca de agentes estressantes no solo, etc) e eventos de
desenvolvimento, como a senescéncia. No caso de defesa a estresses
multiplos, as plantas ativam uma via de sinalizagdo de morte celular
programada (PCD, programmed cell death) mediada pelos fatores de
transcricdo GmNAC081 e GmNACO030 que pertencem a uma grande familia
de transfatores especificos de plantas. Foi observado que GmNACO081 esta
envolvido com o processo de senescéncia natural e seu silenciamento
retarda a senescéncia foliar e atenua os demais sintomas decorrentes da
morte celular programada; porém, o mecanismo bioquimico envolvido n&o foi
totalmente elucidado. Nesta investigacao, foi explorada uma abordagem de
gendmica funcional para avaliar o mecanismo pelo qual GmNAC081 esta
envolvido em senescéncia, bem como o efeito da expressao ectopica de
GmNACO081 durante o déficit hidrico. As linhagens transgénicas
superexpressando o gene GmNACO081 senesceram mais rapido do que as
plantas ndo transformadas. Nas linhagens transgénicas, GmNACO081-1, e
GmNACO081-3, a expressdao ectépica de GmNAC081 acelerou o
amarelecimento foliar que foi associado com maior acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), comparado com as plantas controles. Enquanto
que no estadio V3 (20 dias apds germinacao), nas linhagens transgénicas, o
nivel de transcritos de GmNACO081 foi muito superior aqueles de plantas nao
transformadas BR16, no estadio R7 (80 DAG), a expressdao de GmNAC081
endogeno, em BR16, foi induzida pelo processo de senescéncia, alcangando
niveis similares aqueles das linhagens transgénicas. A indugédo natural de
GmNACO081 durante senescéncia mimetizou o fenétipo da superexpressao

do transgene, uma vez que, em clusterizagdo, as sequéncias expressas



durante senescéncia natural em BR16 agruparam junto com as sequéncias
expressas da linhagem GmNACO081-3 nas plantas em R7. Em contraste, nas
plantas em V3, na linhagem transgénica, 1849 e 2813 genes foram induzidos
e reprimidos, respectivamente, dos quais 455 genes regulados positivamente
e 1200 genes regulados negativamente foram comum ao processo de
senescéncia natural de folhas. Estes resultados indicam que GmNACO081
tem um papel predominante como regulador positivo de senescéncia foliar
natural. Entre os genes regulados positivamente destacam-se alvos diretos
de GmNACO081, validando os resultados de RNA-seq. Além disso, foram
selecionados adicionais genes candidatos com o potencial de serem
modulados por GmNAC081, como JMT, MLO3, NRT1.5, KIN10, KIT1 e SPI,
0s quais contem sitios de ligagdo para o gene GmNACO087 nos seus
promotores. Estes resultados ampliaram a atividade transcricional de
GmNACO081 em escala gendmica, identificando um conjunto de possiveis
alvos diretos que atuam para estabelecimento do processo de senescéncia.
Também foi avaliado o efeito da superexpressdo do gene GmNAC081 em
resposta ao déficit hidrico. As plantas superexpressando GmNAC081 foram
mais sensitivas ao déficit hidrico, apresentando menor teor de agua e menor
potencial hidrico, sob o mesmo regime de déficit hidrico, que as plantas ndo
transformadas, o que foi associado com um fendtipo de senescéncia
acelerada induzida por seca. Além disso, os parametros fisioldégicos de
trocas gasosas e de fluorescéncia monitorados durante o déficit
demostraram a maior sensitividade das plantas transgénicas a seca.
Coletivamene, os resultados dessa investigacdo descreveram a atividade
transcricional de GmNACO081 em escala genbmica e demonstraram que
GmNACO081 exerce uma fungao positiva predominante no estabelecimento
de senescéncia natural e regula negativamente a tolerancia de plantas a

Seca.
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ABSTRACT

FERREIRA, Dalton de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2017. GmNACO081-induced global variation of gene expression during
senescence in soybean. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.

In Brazil, the agribusiness contributes considerably to economy. However,
the crops are exposed to environmental stresses, including biotic stresses,
which are caused by microorganisms, herbivores or viruses, as well as
abiotic stresses caused by water deficit, nutrient depravation, presence of
stressing agents in the soil, etc. In the case of defense to multiple stresses,
the plants activate a programmed cell death (PCD) signaling mediated by
GmNACO081 and GmNACO030 proteins, which belong to a large family of
plant-specific transcriptional factors. Recently, GmNACO081 has been
demonstrated to play a positive role in natural leaf senescence, as
GmNACO081 silencing delays leaf senescence and attenuates the hallmarks
of PCD, although the underlying mechanism has not been totally elucidated.
In this investigation, a functional genomic approach was exploited to evaluate
the mechanism by which GmNACO081 mediates senescence, as well as the
effect of ectopic expression of GmNACO081 during water deficit. The
GmNACO81-overexpressing lines displayed accelerated senescence as
compared to wild type, untransformed plants. In the transgenic lines,
GmNACO081-1 and GmNACO081-3, the ectopic expression of GmMNAC081
accelerated leaf yellowing, which was associated with a greater accumulation
of ROS, as compared to control lines. While in V3 plants (20 days after
germination (20 DAG)), in the transgenic lines, the transcript levels of
GmNACO081 were much greater that those of untransformed plants, BR16, in
R7 plants (80 DAG), the expression of endogenous GmNACO081 in BR16 was
induced by senescence, reaching similar levels as the transgenic lines. The
natural induction of GmMNACO081 during senescence mimicked the phenotype
of transgene overexpression because the expressed sequences during
natural senescence in BR16 clustered together with the expressed
sequences of the GmMNACO081-3 line in plants at R7. In contrast, in V3 plants,
in the transgenic line, 1849 and 2813 genes were induced and repressed,
respectively; among those, 455 up-regulated genes and 1200 down-

regulated genes were common to the process of leaf senescence. These
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results indicate that GmNACO081 plays a major role as a positive regulator of
natural leaf senescence. Among the up-regulated genes, direct targets of
GmNACO081 were highlighted, validating the results of RNA-seq.
Furthermore, additional candidate genes were selected with the potential to
be modulated directly by GmNACO081, including JMT, MLO3, NRT1.5, KIN10,
KIT1 e SPI, which contain GmNACO081 binding sites on their promoter. These
results amplified the transcriptional activity of GmNACO081, as they identified
a set of possible direct target genes, which function in the onset of
senescence. The effect of GmMNACO081 overexpression in response to water
deficit was also examined. GmNACO087-overexpressing plants were more
sensitive to water stress, as they displayed a lower water potential and
relative water content than untransformed plants under the same regime of
water deficit, which was associated with a drought-induced accelerated
senescence phenotype. Furthermore, gas exchange and fluorescence
physiological parameters during water deficit confirmed the greater sensitivity
of transgenic lines to drought. Collectively, our results described the wide-
genomics transcriptional activity of GmNACO081, demonstrating that
GmNACO081 plays a major positive role in leaf senescence and a negative

role in water deficit tolerance.
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1.Introdugao

A soja [Glycine max (L.) Merril] se destaca como uma das
leguminosas mais importantes do mundo devido ao seu alto conteudo de
proteinas e Oleos presentes nos graos. Ela é uma importante fonte de
nutrientes utilizada mundialmente contribuindo tanto para a dieta basica da
populacdo como para a produgao de biodiesel.

Em seu ciclo, as plantas de soja florescem, produzem sementes €, em
seguida processo de maturidade das vagens que culmina com a morte da
planta. Acompanhando tal processo, as folhas e os peciolos tendem a
amarelar, murchar e sofrer a abscisdo. Essa propriedade é muito util para
que a colheita da soja realizada mecanicamente, o que facilita muito a
producgao do gréo.

O processo de senescéncia € um mecanismo bem complexo, pois
envolve a degradacé&o dos componentes celulares e sua remobilizagéo para
os 6rgaos em desenvolvimento, como folhas jovens e imaturas, durante o
crescimento vegetativo ou durante a fase reprodutiva que sao direcionados
para as sementes (Gregersen et al., 2008; Krupinska et al., 2012; Avice e
Etiene, 2014; Diaz-Mendoza et al., 2014). Este processo permite a
reutilizacdo de nutrientes, principalmente carbono e nitrogénio, durante o
processo de formagao da semente. A senescéncia € um processo fisiolégico
ordenado, que € principalmente mediado por uma programagado genética,
contudo fatores ambientais tem grande influéncia no processo de inicio e na
taxa de progressao da senescéncia. Os processos abidticos, como a seca, a
alta temperatura, a salinizagcdo do solo e as deficiéncias nutricionais
aceleram o processo de senescéncia (Quirino et al., 2000; Yoshida, 2003;
Guo and Gan, 2005; Gregersen et al., 2008; Martinez et al., 2008).

A senescéncia € acompanhada de uma reprogramacao transcricional
de um grande numero de genes, incluindo aqueles que codificam os fatores
de transcrigdo (TFs), como ja foram mostrados em perfis de variagao global
de transcriptoma em varias espécies (Andersson et al., 2004; Buchanan-
Wollaston et al., 2005; Gregersen e Holm, 2007; Balazadeh et al., 2008;
Breeze et al., 2011; Cantu et al., 2011; Carvalho et al. 2014; Zhang et al.,

2014). Recentemente, foram identificados varios TFs do tipo NAC [N para



nao apical meristema (NAM), A para Arabidopsis ATAF1/2, e C para Cup-
shaped cotyledon (CUC) ], envolvidos na senescéncia, tendo sido
encontrados tantos reguladores positivos quanto negativos. Em Arabidopsis,
os reguladores positivos incluem ORE1 ou ANAC092 (AtNAC2) (Kim et al.,
2009; Balazadeh et al., 2010; Rauf et al., 2013), ORS1 ou ANACO059
(Balazadeh et al., 2011), AINAP (Guo e Gan, 2006) e ANAC016 (Kim et al.,
2013). Ja os reguladores negativos da senescéncia incluem JUB1 ou
ANACO042 (Wu et al., 2012) e VND-INTERACTING2 ou ANACO083 (Yang et
al., 2011). Um aspecto importante da senescéncia ndo é apenas os fatores
de transcricdo, mas também os seus genes alvos. Estudos que revelaram
alguns desses genes demostraram que o processo de senescéncia envolve
complexas redes reguladoras.

Em soja, o fator de transcricdo GmNACO081 tem sido descrito como
importante gene efetor de senescéncia induzida por estresses como de
senescéncia natural das folhas (Faria et al., 2009; Pimenta et al., 2016). O
gene GmNACO081 foi inicialmente identificado como componente
downstream de uma via de sinalizagdo adaptativa que transduz um sinal de
morte celular em resposta integrada aos estresses osmotico e do reticulo
endoplasmatico (Faria et al., 2011). Essa via de sinalizagdo integra a
transdugédo de multiplos sinais de estresses, como seca, estresse osmético,
estresse do reticulo endoplasmatico, além de senescéncia foliar natural, em
uma resposta de morte celular programada (PCD). A morte celular
programada, por sua vez, € iniciada com a ativacdo de uma cascata de
sinalizagdo mediada pelas proteinas DCD/NRPs (developmental cell death
domain-containg asparagine-rich proteins) que culmina com a indugdo da
expressao dos genes GmMNAC081 e GmNAC30, responsaveis pela indugao
do gene VPE (vacuolar processing enzyme), executor do programa de morte
celular programada pelo colapso do vacuolo (Costa et al., 2008; Faria et al.,
2009; Reis et al., 2011; Mendes et al., 2013, Pimenta et al., 2016). Assim o
estudo do gene GmNAC081 ¢é de fundamental importancia para
compreender melhor os mecanismos envolvidos em uma diversidade de
estresses como na seca e senescéncia natural. Nesta investigacéo,

pretende-se avaliar o mecanismo pelo qual o gene GmNACO081 esta



envolvido em senescéncia. Além disso, pretende-se avaliar o efeito da

expressao ectopica de GmNACO081 durante o déficit hidrico.
2. Revisao Bibliografica
2.1. Regulacao de Senescéncia por fatores de transcrigido NAC

A senescéncia foliar ocorre juntamente com mudangas de cor nas
folhas que é um fendmeno facilmente visivel no ciclo de vida das plantas. A
senescéncia envolve a degradacdo de clorofilas, carboidratos, lipideos,
proteinas e acidos nucleicos e contribui para a mobilizacdo de nutrientes de
folhas velhas para tecidos em crescimento ou para tecidos de
armazenamento. A importancia de uma regulagao eficiente do processo de
senescéncia foliar foi relatada por um estudo sobre a domesticagao do trigo
cultivado. Nesse estudo demonstrou que no /loci em que se encontram genes
para o enriquecimento de varios nutrientes importantes em gréaos de cereais
se encontram também genes fortemente ligados que codificam fatores de
transcricao (TFs) que regulam o inicio da senescéncia foliar em plantas de
trigo (Uauy et al., 2006; Waters et al., 2009). O inicio da senescéncia é em
grande parte afetado pela idade da planta, mas também ¢ influenciado pelas
alteragdes nas condi¢cbes ambientais. O etileno e outros hormdénios podem
acelerar ou retardar a senescéncia a fim de que as plantas sejam capazes
de lidar com as mudangas ambientais severas e alcangar o maximo
rendimento da produgéo de sementes e biomassa (Buchanan-Wollaston et
al., 2003; Lim et al., 2007).

A senescéncia inclui o envolvimento de diversos eventos fisioldgicos,
que inclui a degradacao de clorofila, proteina, cessagao de fotossintese e
degradacao de acidos nucléicos, catabolitos, transporte de nutrientes e
respostas de morte celular. Para isso, os genes responsaveis por cada
evento sdo precisamente ativados ao nivel transcricional. Estudos
relacionados identificaram um grupo de genes associados a senescéncia
(SAGs) que sao induzidos durante o processo de senescéncia foliar (Gan e
Amasino, 1997; Buchanan-Wollaston et al., 2005; Veyres et al., 2008).

A enorme variagdo na expressdo génica que acompanha o inicio da
senescéncia é provavelmente controlada por um conjunto associado de

fatores de transcricdo (TF) que na sua maioria nao foram ainda identificados.
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Contudo, perfis de expressao temporal de alta resolugao revelaram que os
fatores de transcricao do tipo NAC exibem expressao diferencial durante
varios estagios da senescéncia natural de folhas em Arabidopsis (Breeze et
al., 2011), sugerindo assim que eles desempenham um papel crucial na
regulacao da senescéncia, embora a informacdo funcional seja restrita a
alguns membros da familia (Guo e Gan , 2006; Kim et al., 2009; Balazadeh
et al, 2010; Yang et al, 2011; Lee et al, 2012; Wu et al., 2012).

Os TFs NAC fazem parte de uma grande familia de TFs especificos
de planta que estdo envolvidos na resposta de estresse e desenvolvimento
(Xie et al., 2000; Fujita et al., 2004; Olsen et al., 2005; Guo e Gan, 2006; Kim
et al., 2009). Cerca de 1551 e 126 membros da familia NAC foram anotados
em genomas de Oryza sativa e Arabidopsis thaliana, respectivamente

(http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de). Em soja, a familia NAC é representada

por pelo menos 152 cépias (Pinheiro et al., 2009; Nuruzzaman et al., 2010;
Le et al., 2011).

Os TFs NAC possuem um dominio conservado na porgéo N-terminal,
designado dominio NAC, que é responsavel pela ligagdo no cis elemento do
DNA. O dominio NAC é formado por dois éxons, compreendendo 150
residuos de aminoacidos, que sao divididos em cinco subdominios
conservados, denominados de A até E. A regido C-terminal € mais
divergente em sequéncia e tamanho, e engloba um potencial transcricional
(TR) que possui fungao de ativador ou repressor (Ren et al., 2000; Xie et al.,
2000; Duval et al., 2002; Ooka et al., 2003; Nakashima et al., 2012). Algumas
vezes esta regiao pode também possuir atividade de ligagdo de proteinas e
um dominio transmembrana adicional (Tran et al., 2009; Seo et al., 2010).
Com isso, apesar da maioria das proteinas de dominio NAC localizarem-se
no nucleo, onde desempenham o seu papel no controle da transcricdo como
fatores transcricionais, um sub-conjunto das proteinas NAC sao inseridas na
membrana plasmatica (Kim et al., 2007; SEO et al., 2010). A ativacao das
proteinas NAC ancoradas na membrana plasmatica implica uma transducao
de sinal para o nucleo (Lee et al., 2014; Yang et al., 2014a; 2014b).

Os TFs NAC sao essenciais para o controle de respostas de defesas
vegetais contra fatores ambientais (Hegedus et al., 2003; Oh et al., 2005;

Lim et al., 2007; Nakashima et al., 2007). A avaliagdo da expressao génica
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em plantas de Arabidopsis, arroz e soja revelou que estes TFs s&o induzidos
por pelo menos um tipo de estresse abidtico, tais como salinidade, seca, frio,
bem como pelo hormdnio acido abscisico (ABA) (Fuijita et al., 2004; Fang et
al., 2008; Kawaura et al., 2008; Nuruzzaman et al, 2010; Le et al., 2011,
Nuruzzaman, et al., 2012). A analise da expressdo global usando
microarrays 22K e 44K revelou 45 genes NAC responsivos a estresse
abiotico e 26 a estresse bidtico em arroz (Nuruzzaman et al., 2010).

A maioria dos genes de NAC mostraram ser sensiveis ao sal e a alta
temperatura (Zeller et al., 2009; Jensen et al., 2010). Tais estudos
demonstraram que os NACs podem ser regulados de forma dependente ou
independente do ABA, de acordo com os elementos reguladores cis
presentes no seu promotor. Esses fatores transcricionais também
desempenham papeis relevantes na regulacdo das defesas de plantas
contra agentes patogénicos, em resposta a lesdes mecanicas e em resposta
ao acido Salicilico (SA). A expressdo génica de NAC foi monitorada em
resposta ao ataque de virus, fungos e bactérias (Ren et al., 2000; Collinge e
Boller, 2001; Mysore et al., 2002; Hegedus et al., 2003; Oh et al., 2005; Selth
et al., 2005; Lin et al., 2007; Jeong et al., 2008; Wang et al., 2009a, Wang et
al., 2009b; Xia et al., 2010a; Xia et al., 2010b;).

Apesar das proteinas NAC representarem uma grande fragdo de TFs
regulados pela senescéncia em varias plantas, a funcdo bioldgica foi
atribuida a apenas algumas espécies de NACs reguladas pela senescéncia
(Andersson et al., 2004; Guo et al., 2004; Lin e Wu, 2004; Buchanan
Wollaston et al., 2005; Gregersen e Holm, 2007; Balazadeh et al., 2008). Em
Arabidopsis, o gene AINAP (ANAC029), que codifica um TF contendo
dominio NAC, ¢é regulado de forma ascendente durante a senescéncia foliar
(Guo e Gan, 2006). As plantas que apresentam superexpressao de AINAP
exibem a senescéncia foliar precoce, enquanto que a perda da funcao atrasa
o inicio da senescéncia. Alguns alvos do AtNAP incluem SAG-113, um gene
que codifica a fosfatase 2C, que funciona como regulador do movimento
estomatico mediado pelo ABA e a perda de agua durante a senescéncia
foliar (Zhang e Gan, 2012; Zhang et al., 2012). Os genes homdlogos em
arroz e feijao-roxo do AINAP, OsNAP e PvNAP mostraram restaurar a

senescéncia tardia em alelos multiplos nulos de Atnap, sugerindo que os
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genes AINAP podem ser um fator transcricional universal para a regulagéo
da senescéncia foliar (Guo e Gan, 2006). Com isso, a manipulacdo dos
niveis de expressdao de genes AfNAP podem ser consideradas uma
estratégia inovadora para o controle racional da senescéncia foliar em
culturas economicamente relevantes. O membro da familia NAC
ANACO092/AtINAC2/ORE1 também foi identificado como um regulador
positivo da morte celular induzida por senescéncia foliar em Arabidopsis
(Kim et al., 2009; Balazadeh et al., 2010; Balazadeh et al., 2011). ORE1
atenua a atividade de GLK2, que atua na manuteng¢ao dos cloroplastos, e
consequentemente reduz a manutencéo do cloroplasto. A atividade de ORE1
€ modulada tanto a nivel transcricional e quanto pds-transcricional (Kim et
al., 2009). ORE1 mRNA ¢ direcionado pelo micro RNA miR164. A redugao
do conteudo de miR164 com o envelhecimento da folha & largamente
dependente do gene EIN2, o que leva ao acumulo de ORE1 mRNA em
folhas velhas. Estudos recentes tém revelado que EIN3 ativa diretamente a
expressao de ORE1 (Li et al., 2013; Kim et al., 2014). O EIN3 reprime trés
genes precursores de miR164 e esta envolvida tanto em regulagao positiva e
indireta do gene ORE1 (Li et al., 2013). Consistente com a evidéncia
molecular, a expressao de ORE1 é reduzida em mutante ein3 durante a
senescéncia foliar. Estas observagdes sugerem que EIN3, miR164 e ORE1
compdem uma rede regulatéria que trabalha a jusante da via de sinalizagao
de etileno.

Em hibridagbes de microarray, cerca de 218 genes foram identificados
diferencialmente expressos durante a senescéncia como potenciais alvos de
ANAC092 (Balazadeh et al., 2010). Do mesmo modo, o gene NAC
responsivo ao ABA VND-INTERACTING2 (VNI2, ANAC083) pode integrar os
sinais de estresse abidtico mediados por ABA no envelhecimento das folhas,
regulando um subconjunto de genes COR (Cold-regulados) e RD (sensiveis
a desidratacao; Yang et al., 2011). Além disso, o fator de transcricao NAC
NTL4 desempenha um papel na inducido de senescéncia promovida pela
seca em Arabidopsis (Lee et al., 2012), enquanto que JUNGRUNNEN1
(JUBT) um NAC responsivo a espécies reativas de oxigénio regula
negativamente a senescéncia em Arabidopsis (Wu et al., 2012). Em arroz, o

fator de transcricdo de NAC OsNAC5 tem sido associado a senescéncia
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natural (Sperotto ef al., 2009) e em soja, pelo menos dois genes NAC,
GmNACO081 e GmNACO030, demonstraram estar envolvidos na senescéncia
foliar induzida pelo estresse (Pinheiro et al., 2009; Faria et al., 2011; Reis et
al., 2011; Mendes et al., 2013; Pimenta et al., 2016).

Os fatores de transcricdo de NAC em soja GmNAC081 e GmNACO030
integram o estresse osmoético e os sinais de estresse do reticulo
endoplasmatico em uma resposta programada de morte celular (PCR).
Quando expresso ectopicamente em protoplastos de soja e em folhas de
Nicotiana benthamiana, GmNAC081 e GmNACO030 induzidos pelo estresse
osmético e estresse no reticulo endoplasmatico (ER) induzem uma resposta
de morte celular com caracteristicas da senescéncia foliar e a morte celular
programada (PCD), como a inducdo da atividade da Caspase-1-like,
fragmentacédo de DNA, perda de clorofila, degradacao de proteinas, aumento
da peroxidacdo lipidica e indugdo de genes marcadores associados a
senescéncia (Costa et al., 2008; Faria et al., 2011; Reis et al., 2011; Mendes
etal., 2013).

2.2. Via de Morte celular programada mediada pelas NRPs

O reticulo endoplasmatico (ER) é uma organela altamente dindmica
que esta envolvida em funcbes celulares importantes, como a sintese
proteica, dobradura e processamento de proteinas secretoras recentemente
sintetizadas, controle da qualidade proteica e manutengdo da homeostase
Ca?*. Devido a regulacdo rigorosa da homeostase do ER, esta organela
também esta envolvida na ativagdo das respostas ao estresse celular (Ron
et al., 2007). Em condi¢cdes normais, a taxa de sintese de proteinas e o
acumulo de proteinas dentro do lumen do ER €& balanceada com a
capacidade de processamento de proteinas dessa organela. A quebra desse
equilibrio entre o acumulo das proteinas e o processamento e a capacidade
de dobramento do ER promovem uma condigdo conhecida como estresse no
ER. A perturbacdo da homeostase do ER causada por este estresse
geralmente promove o acumulo de proteinas mal dobradas no Iumen, o que
desencadeia uma via de sinalizacao citoprotetora referida como resposta a
proteina mal dobrada (UPR) (Schrdder et al., 2008). A ativagao da via UPR

permite o retorno das condigdes de equilibrio da homeostase do ER.
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Portanto, em condigcdes de estresse moderado, a indugdo, mediada por
UPR, de chaperonas residentes no ER e de genes da ERAD promovem
processos de controle de qualidade para reestabelecer a homeostase do ER.
Entretanto, sobre estresse prolongado e severo, se o funcionamento do ER e
o crescimento celular ndo puderem ser restaurados, um programa de morte
celular € desencadeado, possivelmente para proteger o organismo de
células aberrantes que contem proteinas mal dobradas.

Uma resposta de morte celular induzida por estresse no ER especifica
de plantas mostrou ser mediada pela protedlise intramembranar regulada do
TF NACO089 ligado a membrana do ER (Yang et al., 2014b). Em resposta ao
estresse no ER, o NACO089 ¢ transferido para o nucleo para controlar a
expressao dos genes posteriores envolvidos no PCD, como NAC094, MC5 e
BAG6. Como a expressdao de NACO089 é controlada por bZIP28 e bZIP60,
durante a resposta ao estresse de ER na planta, esses transdutores da UPR
também provocam sinais de pro-morte, uma propriedade que ¢é
compartilhada por seus homélogos em mamiferos. Uma resposta distinta a
morte celular induzida pelo estresse no ER especifico em plantas que integra
um sinal de estresse osmoético em uma resposta PCD completa foi relatada
em soja e mediada pelas proteinas DCD/NRP-A e DCD/NRP-B (Costa et al.,
2008). A expressdao de DCD/NRP é controlada pelo TF GmERD15 que é
induzido pelo estresse osmdtico e pelo estresse no RE. GmERD15 se liga
especificadamente aos promotores DCD/NRP para ativar a transcricdo
desses genes (Alves et al., 2011). O aumento da acumulagcdo de DCD/NRP
provoca a inducdo dos TFs especificos em planta GmNAC081 e
GmNACO030, que interagem para ativar a expressdo da enzima de
processamento vacuolar (VPE), um componente essencial da via de morte
celular programada (PCD) que possui a atividade caspase-1-like (Faria et al.,
2011; Mendes et al., 2013). Portanto, GmNAC081, GmNACO030 e VPE estéo
envolvidos em uma cascata regulatoria especifica de plantas que integra o
estimulo osmoético e a PCD induzida pelo estresse no ER. Entretanto, a
atividade transcricional de GmNACO081 em amplitude genémica permanece

para ser determinada.



2.3. Estresse hidrico

O estrese hidrico ocorre quando a disponibilidade de agua no solo é
reduzida, e as condicbes ambientais levam a uma continua perda de agua
pela evapotranspiragao (Jaleel et al., 2007). Este tipo de estresse é o fator
mais limitante para o desempenho das plantas comparado a outros fatores
de estresses. Reduzir os efeitos deste tipo de estresse e juntamente
aumentar a produtividade das plantas tem sido primordial para a agricultura
mundial (Cattivelli et al., 2008). Os mecanismos naturais tém favorecido a
adaptacido e a sobrevivéncia de algumas plantas através da sele¢do das
plantas. Estudos dessas plantas adaptadas tem fornecido significativo ganho
no entendimento de respostas fisiolégicas e moleculares ao déficit hidrico;
contudo maiores esclarecimentos dos mecanismos envolvidos e a obtencao
de maior produtividade associada sdo necessarios (Cattivelli et al., 2008).
Durante os estadios de desenvolvimento, as plantas demonstram diferentes
sensibilidade ao estresse hidrico. No caso da soja, o estadio reprodutivo é o
mais susceptivel (Dogan et al., 2007). Outro fator preponderante é que os
mecanismos envolvidos na tolerdncia a seca sdao muito complexos o que
leva a um progresso lento na compreensao desses mecanismos (Tuberosa e
Salvi, 2006).

Algumas caracteristicas que levam a perda de rendimento de
produtividade que estdo presentes ou associadas a adaptabilidade das
plantas a ambientes susceptiveis a seca tém sido identificadas por estudos
fisiologicos. Dentre essas caracteristicas podemos destacar pequeno
tamanho da planta, area foliar reduzida, maturidade precoce, redugao nas
taxas de assimilacdo de CO; e prolongado fechamento estomatico (Fischer e
Wood, 1979; Karamanos e Papatheohari, 1999). Os processos fisiolégicos
podem ser ativados por variagbes no conteudo de agua dos tecidos,
enquanto outros sdo acionados por hormdnios das plantas que sinalizam
variagdes hidricas (Chaves et al., 2003). O controle osmético € um
mecanismo que possibilita as plantas manterem a absor¢do de agua e a
pressao de turgor, estes por sua vez contribuem diretamente para o aumento
da taxa fotossintética e para o crescimento. A analise comparativa do

controle osmético tem sugerido que o controle ndo pode ser considerado



igualmente util em todas as culturas e/ou condi¢des de déficit. Sugere ainda
que uma associagao positiva entre produtividade e controle osmético pode
ser encontrada sob estresse severo onde a produtividade tende a ser baixa
(Serraj e Sinclair, 2002).

As alteracoes fisioldgicas podem advir de alteragbes na estrutura da
membrana celular promovendo mudangas em canais de transporte ativados
por pressdo, modificando a conformacdo ou a justaposi¢cdo de proteinas
sensoriais embebidas nas membranas celulares e altera a continuidade
entre a parede e a membrana celular (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
1999; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000). A mudanga no potencial
osmatico pode ser uma resposta ao estresse hidrico em nivel molecular
(Bray, 1993). Contudo esta percepcao precisa ser traduzida em compostos
bioguimicos e metabdlitos, gerando uma consequente resposta fisioldgica ao
estresse (Ingram e Bartels, 1996).

Os efeitos visuais e gerais da seca no crescimento das plantas como
crescimento reduzido sdo bem conhecidos. No entanto, os efeitos primarios
do estresse em niveis bioquimicos e moleculares ainda necessitam mais
investigagdo (Zhu, 2002; Chaves et al, 2003; Yamaguchi-Shinozaki e
Shinozaki, 2005). Os efeitos do estresse hidrico iniciam-se a partir de uma
complexa via de respostas, comegando com a percepc¢éo do estresse, o qual
desencadeia uma cascata de eventos moleculares, sendo finalizada em
varios niveis de respostas fisioldgicas, metabdlicas e de desenvolvimento
(Bray, 1993), que auxiliam as plantas a se adaptarem as condi¢cdes adversas
(Arora, 2002; Seki, 2003). A elucidagdo dos mecanismos envolvidos nessas
respostas é essencial para a compreensao da resisténcia ao estresse hidrico
nas plantas (Reddy et al., 2004; Jaleel et al., 2006; Shao et al., 2008). As
respostas ao déficit hidrico podem ser classificadas em dois grupos, aquelas
que protegem diretamente contra estresse e as que regulam a expressao de
genes e a transducao de sinais em resposta ao estresse. O primeiro grupo
inclui proteinas como as chaperonas e as proteinas destoxificadoras, que
funcionam como protetores do estresse. O segundo grupo € constituido de
proteinas regulatérias, como transfatores transcricionais que regulam a

expressao de genes responsivos a estresses, além de proteinas quinases e
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fosfatases que regulam transducdo de sinais (Hassegawa et al., 2000;
Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000).

Durante o estresse um padrao de expressdao génica pode ser
estabelecido como resultado de condicbes especificas de estresse. Esse
padrao pode sofrer alteragcdo nas etapas iniciais, alterando a expressao de
genes especificos e/ou controlando a expressdo de mRNA ou da taxa de
tradugéo (Bray et al., 2002). A analise transcricional em folhas de soja
submetidas a estresse osmoético e a estresse do reticulo endoplasmatico
apresentou alteragdes na expressao génica, predominantemente positivas, e
identificou genes co-regulados por esses estresses (Irsigler et al., 2007).
Analises genbmicas e moleculares tém facilitado a identificagcdo de novos
genes e assim permitido a engenharia genética a utilizar esses genes
regulatorios ou funcionais para investigar as vias relacionadas a tolerancia
ao estresse hidrico em plantas (Umezawa et al., 2006). As vias de
transducao de sinais envolvidas nas respostas das plantas ao déficit hidrico
podem ser divididas em dois grupos, as vias dependentes de ABA (tipo | e
tipo 1l) e as vias independentes de ABA (tipo Il, IV) (Shinozaki e Yamaguchi-
Shinozaki, 1997, 1999, 2000; Seki et al., 2003; Yamaguchi-Shinozaki e
Shinozaki, 2005). A via ABA dependente tipo | requer a sintese de certas
proteinas para ativar os fatores de transcricao MYC/MYB (Abe et al., 1997)
e/ou bZIP, os quais se ligam a regides do DNA como os ABREs (ABA-
Responsive Elements). A via de ABA dependente tipo Il ativa o fator de
transcricao bZIP (Nakagawa et al., 1996; Hollung et al., 1997) o qual aciona
a expressao genica pela ligagdo com os elementos ABA responsivos
(ABRESs) e elementos tais como CE1 e CE3 (Coupling Elements). A via ABA-
independente tipo IV induz a expressdo génica pela ativacdo de DREBP
(Dehydration-Response-Element-Binding Protein) que se liga ao elemento de
resposta a seca DRE/CRT (Drought Response Element/C-repeat),
conduzindo para a indugao de genes estimulados pela seca e frio. A via ABA
independente tipo Il compreende alguns genes induzidos pela seca que nao
respondem ao ABA e nem ao frio.

As plantas adaptadas a seca possuem respostas moleculares
diferenciadas que quando submetidas a uma analise de transcriptoma

revelam muitos genes relacionados com o mecanismo envolvido. Tal técnica
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tem revelado um grande numero de genes relacionados e uma
complexidade de respostas a esse tipo de estresse em uma ampla gama de
espécies de plantas (Kollipara et al., 2002; Buchanan et al., 2005; Hazen et
al., 2005). A analise molecular em Arabidopsis tem esbogado uma complexa
rede de comunicagao celular durante a resposta a seca. Essas analises em
plantas modelo tem levado ao avango do conhecimento em vias moleculares
conservadas incluindo as relacionadas aos estresses. Consequentemente,
essas vias e 0s genes relacionados aos componentes regulatérios tém sido

amplamente estudados.
3. Material e Métodos
3.1. Material vegetal

As plantas de soja transformadas com o gene GmNACO081, linhagens
NACO081-1, NAC081-2 e NAC081-3, foram descritas previamente (Pimenta et
al., 2016). Sementes de soja nao transformadas (WT) (Glycine max cv.
BR16) e transgénicas (GmNACO0871) foram germinadas em substrato e a
transgenia foi confirmada por PCR.

O DNA total foi isolado a partir de folhas de 7 dias de soja cv BR16
transformada e nao transformada, utilizando o tampao de extracdo CTAB
2% (p/v), NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 20 mM e p-
mercaptoetanol 0,2% (v/v), conforme descrito por Doyle e Doyle (1987). PCR
foi realizada utilizando 50 ng de DNA gendmico como molde, 0,5 uM de cada
um dos primers 35AMVF — CCACTATCCTTCGCAAGAC e NAC6R -
TCTCTCTCTTCCTCTAGTGCTCG (Tabela1) e 0,25 U de GoTag® DNA
Polymerase Promega, em um volume final de 50 pL. A mistura foi aquecida
a 94 °C durante 3 mim e PCR foi conduzida durante 35 ciclos (45 s a 94 °C,
45sa 53 °C e 60 s a 72 °C) com uma extenséo final a 72 °C, para 10 min,
utilizando um sistema de C1000™ Thermal Cycler (BIO-RAD). O produto da
PCR foi examinado em eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) corado com
brometo de etideo 1ug/ml, confirmando a amplificagdo de um fragmento de
708 pb do transgene (Figura S1).

Apébs a confirmacdo do transgene, as plantulas transgénicas foram

transferidas para potes de 3 litros contendo uma mistura de solo, substrato e

12



areia (3:1:1) e crescidas em casa de vegetacao sob condi¢cdes naturais de
luz, umidade relativa (65-85%) e temperatura (15-35°C).

Tabela 1. Listagem dos oligonucleotideos utilizados para confirmar o

trasgene.

Primers Sequéncia (5—3’) Gene
35AMVF CCACTATCCTTCGCAAGAC NACO081 transgene
NAC6R TCTCTCTCTTCCTCTAGTGCTCG

3.2. Extracao de RNA de folhas de soja e sintese de cDNA

Sementes de soja nao transformadas (WT; Glycine max cv. BR16) e
de cada uma das trés linhagens transgénicas (NAC081-1, NAV(081-2 e
NACO081-3) foram germinadas em substrato e crescidas em casa de
vegetacao sob condigbes naturais de luz, umidade relativa (65-85%) e
temperatura (15-35°C). Para extracao do RNA total, foi utilizado o reagente
Trizol (Invitrogen), conforme recomendagdes do fabricante, seguido por
precipitacdo com isopropanol. Foi verificada a integridade do RNA por
eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,2% (p/v) corado com brometo
de etideo 1ug/ml (Figura S2). O RNA total foi tratado com uma unidade de
DNase livre de RNase (Invitrogen). Para a sintese de cDNA, foram utilizadas
3 ug de RNA, e a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e oligo-

dT, de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
3.3. Ensaios de PCR em tempo real (qQRT-PCR)

Todos os procedimentos de PCR em tempo real, incluindo testes de
eficiéncia, validacbes e experimentos, foram conduzidos seguindo
informagdes contidas nos manuais fornecidos pela Applied Biosystems. As
reacbes foram conduzidas no equipamento ABI7500 Real Time PCR
Systems (Applied Biosystems), usando SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems).

A expressao génica foi quantificada utilizando o método comparativo
de Ct: 2 ™ e 2 ™C! Para expressdo do gene GmNACO081, o gene da

Helicase foi utilizado como controle enddgeno, para a normalizagdo dos
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dados. O gene Unknown2 foi usado como controle endbégeno, para
normalizacdo dos dados (Hu et al., 2009; Hirschburger et al., 2015) para os
genes diferencialmente expressos. Os oligonucleotideos utilizados para qRT-

PCR estao discriminados na Tabela S1.
3.4. Sequenciamento do mRNA

O material vegetal foi obtido da terceira folha contando a partir da
folha cotiledonar de trés plantas de soja para cada um dos tratamentos. Os
tratamentos foram as duas linhagens independentes supreexpressando
GmNACO081 e, como controle, o cultivar BR16. Foram coletadas folhas em
dois estagios da planta, estagio vegetativo trés (V3) e estagio reprodutivo
sete (R7). Cada estadio compds um conjunto de nove bibliotecas. Cada
conjunto de nove bibliotecas foram colocadas em duas lanes constituindo
assim uma replica de cada conjunto. Imediatamente apds a coleta, o material
vegetal foi armazenado em freezer a -80 °C. Em cada planta, foram
coletados 6 discos de 0,9 cm de didmetro e mascerados juntamente em
nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen), conforme recomendagbes do fabricante, seguido por
precipitagao com isopropanol. O RNA total entdo foi tratado com a enzima
DNAse para evitar contaminagdo por DNA. A integridade, a qualidade e a
quantidade de RNA extraido foram inferidos utilizando-se o aparelho
Bioanalyzer 2100 (Agilent). O preparo das bibliotecas de sequenciamento foi
realizado através do TruSeq® Stranded Sample Preparation utilizando o Low
Sample (LS) Protocol da lllumina. O sequenciamento de bibliotecas paired
ends foi realizado a partir de moléculas de cDNA, utilizando o modo high da
lllumina HiSeq2500 e 9 bibliotecas/lane. Cada conjunto de 9 bibliotecas

foram colocadas em duplicadas em lanes diferentes.

3.5 Andlise de expressao génica diferencial utilizando os dados
de RNA-seq

Os dados obtidos pelo RNA-seq foram avaliados para determinar a
qualidade das sequéncias (reads) utilizando o FASTQC. Apés a avaliacao da
qualidade das sequéncias, foi aplicado o programa Sickle (Joshi e Fass,
2011) para retirar as sequéncias de baixa qualidade (Q < 30). Entado, as
sequéncias resultantes foram mapeadas por meio do programa Bowtie 2
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(Langmead e Salzberg, 2012) no genoma da soja versdao Wm82.a2.v1
(Goodstein et al.,, 2012) presente no banco de dados Phytozome 12. A
contagem dos fragmentos mapeados nas regides génicas foi realizada pelo
pacote Rsubread (Liao et al., 2013) presente no Bioconductor/R. Este criou a
matriz de contagem bruta por gene anotado no genoma da soja. Esta matriz
foi submetida ao pacote DESeq2 (Love et al., 2014) para a normalizagao e o
teste estatistico para expresséao diferencial. Foi utilizado como ponto de corte
o Log 2.Fold Change > 1,0 ou <- 1 e g-value < 0,01.

O teste de qualidade das replicatas em relacdo as lanes e aos
tratamentos foi realizado utilizando a analise de componentes principais
(PCA) e de agrupamento hierarquico pelo método Ward. Os resultados dos
contrastes foram armazenados no banco de dados relacional PostgreSQL
(https://www.postgresqgl.org). As analises de ontologia génica e
enriqguecimento das vias metabdlicas e de sinalizagao foram realizadas,
respectivamente pelos pacotes GOstats (Falcon e Gentleman, 2007) e
Pathview (Luo et al., 2013).

3.6 Identificacido de genes candidatos a alvos diretos de
GmNACO081

Apoés a andlise diferencial dos genes, estes foram ranqueados dentro
das classes génicas, selecionando as de envolvimento direto ou indireto com
a senescéncia, como G0O:1900056 regulacado negativa da senescéncia foliar,
GO0:0006624 processamento da proteina vacuolar, GO:0007623 ritmo
circadiano, GO:0009723 resposta ao etileno, GO:0009611 resposta a danos
mecéanicos, GO:0008219 morte celular, GO:1900057 regulacdo positiva da
senescéncia foliar, GO:0009751 resposta ao acido salicilico, GO:0007568
envelhecimento, GO:0009835 enchimento de fruto, GO:0012501 morte
celular programada, GO:0010150 senescéncia foliar e GO:1900055
regulacao da senescéncia foliar. Dentro dessas classes foram identificados
0s genes mais diferencialmente expressos. Foram realizados ensaios de
gRT-PCR (assim como descrito anteriormente) para validar cada gene
selecionado.

Por meio do banco de dados do Phytozome 12, foram identificados a

sequéncia de 2000 pb do promotor de cada um desses genes. Foi entédo
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identificado e localizado em cada um desses promotores o elemento de
ligacdo de NACO081, TGTGT(TGC), descrito por Mendes et al. 2013. A
probabilidade de ocorréncia ao acaso dessa sequencia foi calculada através

da binomial.
3.7 Detecgao de H,O, por DAB (Diaminobenzidina)

A producgao de perdxido de hidrogénio (H202) em plantas de WT e em
plantas transformantes de NACO081 foi avaliada usando o reagente 3,3-
diaminobenzidina (DAB-Sigma) segundo Weigel & Glazebrook (2002).
Foram coletadas a terceira folha a partir da folha cotiledonar aos 80 dias
apos a germinacao e imediatamente submersas em solugcao de fosfato de
potassio (K;HPO,) 10 mM contendo 1mg.mL™ de DAB, pH 3,8, e foram
mantidas nessa solugao por 8 horas sobre iluminacdo constante. Apds esse
periodo, as folhas foram fervidas em etanol 100% até o completo

descoramento das mesmas.

3.8. Avaliagao fenotipica de plantas de soja superexpressando
GmNACO081

Foram utilizadas dez plantas de cada uma das linhagens
independentes superexpressando GmNACO081 e, como controle, a variedade
BR16. Apos a confirmagao das plantas transgénicas, as mesmas foram
confirmadas fenotipicamente pela aceleragao da senescéncia comparado a

plantas WT.
3.9. Produtividade das linhagens transgénicas

Para avaliar a influéncia do gene GmNACO081 na produtividade foram
avaliadas as duas linhagens de NACO081.1, NAC081.3 e como controle a
BR16. Foram instalados em casa de vegetagdo nove repeticbes. Cada
parcela experimental foi constituida de quatro plantas de cada variedade.
Apods a conducdo até o final do ciclo, as sementes de cada conjunto de
quatro plantas foram colhidas e pesadas. Os dados foram submetidos a
ANOVA utilizando o software R.
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3.10. Expressao diferencial de genes relacionados ao estresse

hidrico

Os dados obtidos no RNA-seq foram entao utilizados para comparar a
expressao diferencial de genes relacionados ao estresse hidrico. Os genes
foram obtidos no banco de dados Drought Stress Gene Database (Alter et
al., 2014). Foram analisados os 105 genes anotados neste banco de dados
para Arabidopsis. Através do banco de dados do Phytozome 12, foram
verificados os ortdlogos desses genes em soja. A expressao diferencial
desses genes foi determinado por RNA-seq nas plantas de soja com 20 dias

apos a germinagao.
3.11. Indugéao de estresse hidrico em soja

Sementes de soja ndo transformadas (WT) (Glycine max cv. BR16) e
de cada uma das trés linhagens transgénicas (NACO081) foram germinadas
em substrato, transferidas para potes de 3 litros contendo uma mistura de
solo, substrato e areia (3:1:1) e acondicionadas em casa de vegetagédo sob
condigbes naturais de luz, umidade relativa (65-85%) e temperatura (15-
35°C). Cada vaso foi pesado e adicionado 0 mesmo peso de mistura de solo
e continha uma planta.

Quando a planta atingiu o estagio V3, foi adicionado agua até a
capacidade de campo, quando o solo retém o maximo de agua que suporta.
Ap6s o excesso de agua ser drenado pela gravidade, cada vaso foi pesado e
anotado. Os vasos foram distribuidos em blocos inteiramente casualizados
com os oito tratamentos, para cada uma das linhagens independentes (a)
NACO081 irrigado, (b) NAC081 sem irrigagao, € o controle (c) WT (BR16)
irrigado e (d) WT (BR16) sem irrigagdo. Cada tratamento constituiu de 48
plantas. Nos vasos irrigados, foram adicionados aproximadamente 180 ml de
agua correspondente ao total de agua perdido, os vasos sem irrigacao total
foram pesados todos os dias e adicionados agua em uma série decrescente
do valor perdido por evapotranspiragao (40; 35; 30; 25; 20; 15; 10; 5; 2,5 e
0%). A cada dois dias o valor de corregédo do volume perdido era alterado
seguindo a série decrescente. O potencial hidrico foi medido com Bomba
Scholander entre 3h-5h da manha, em quatro repeticdes de cada tratamento,

ao longo dos dias, até que se obteve o valor de y = -2,0 nas plantas.
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3.12. Determinagao do teor relativo de agua

Para se medir o teor relativo de agua, foram coletados 6 discos
foliares de 0,9 cm de didmetro na terceira folha trifoliolada a partir da folha
cotiledonar em cada planta. Cada tratamento teve quatro plantas coletadas.
Os discos foram coletados as 5h da manha e armazenados em eppendorf e
levados ao laboratério para serem pesados, determinando assim o peso
fresco das amostras (FW). Apds a pesagem os discos foram colocados em
placas de petri, contendo 40 ml de agua deionizada por 4 horas para
hidratacdo completa. Os discos foram pesados novamente e se determinou
o peso turgido (TW). Entao os discos foram colocados em estufa a 70°C por
24 horas e foram pesados novamente para se determinar o peso da matéria
seca (DW). Para se determinar o teor relativo de agua (RWC) aplicaram-se
os dados na formula: RWC = (FW-DW) / (TW-DW) (Weatherley 1950).

3.13. Parametros fisioldgicos de trocas gasosas

A taxa de assimilagao liquida do CO2 (A), a condutancia estomatica
ao vapor d’agua (gs), a taxa transpiratéria (E) e razdo interna e externa de
carbono (razédo Ci/Ca) foram avaliadas no terceiro trifdlio completamente
expandido, a partir das folhas cotiledonares, por intermédio de um analisador
de gases a infravermelho (IRGA - modelo portatil LI-6400xt, LI-COR
Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA). As medi¢cdes foram realizadas
entre 08:00 e 11:00 horas, em casa de vegetacdo, utilizando radiagao
fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m™s™),
concentragdo de CO, de 400 umol CO, mol”, temperatura e umidade
ambiente. A eficiéncia instantanea do uso da agua (EUW) foi calculada pela
razado A/E, a eficiéncia de carboxilacdo (EFC) pela razdo A/Ci e a eficiéncia

intrinsica do uso da agua (EIW) pela razao A/gs .
3.14. Parametros fisiologicos de fluorescéncia

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas na mesma
area da folha em que foram realizadas as medidas das trocas gasosas, com
auxilio de um fluorbmetro acoplado ao IRGA (LI-6400xt, LI-COR). Os
parametros adaptados ao escuro foram avaliados na noite anterior (22:00 —

24:00h), para garantia que os centros de reagao estavam completamente
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abertos (todos os aceptores primarios oxidados), com perda de calor
minima.

As variaveis de inducdo da fluorescéncia obtidas foram a
fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e fluorescéncia variavel
(Fv) determinada pela diferenca entre Fo e Fm. Com os valores de Fv e Fm,
foi possivel calcular o rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm) (Genty
et al., 1989). As variaveis da fase lenta de indug&o da fluorescéncia foram
obtidas sequencialmente apos a analise das trocas gasosas com a aplicagéo
de uma iluminacdo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a
determinacg&o das seguintes variaveis: fluorescéncia em amostra adaptada a
luz antes do pulso de saturagdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra
adaptada a luz (Fm'). A partir desses parametros, foi possivel calcular: a
fluorescéncia minima do tecido vegetal iluminado (Fo' = Fo / [ (Fm — Fo /
Fm) + (Fo / Fm’)) ] (Oxborough & Baker, 1997). O rendimento quantico
efetivo do fluxo linear de elétrons pelo fotossistema Il (PSIl) (YIl), o
rendimento quantico da dissipacdo de energia regulada (Ynpq) foram
calculados de acordo com Genty et al. (1989) e Hendrikson et al. (2004). O
Y(Il) foi utilizado para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR) (Bilger et al., 1995).

3.15. Determinacao de MDA (malondialdeido)

A quantificacdo da peroxidacao lipidica foliar foi estimada através do
teor de malondialdeido (MDA) e foi conduzida segundo a metodologia de
Cakmak e Horst (1991). Os discos foliares foram coletados as 5h da manha
e pesados em balanga de precisdo. Para corrigir a variagdo devido ao grau
de hidratagao das plantas, foi utilizado o teor relativo de agua para que todas
as plantas ficassem com 100% de hidratacao. As folhas foram trituradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas com 2 mL de &cido tricloroacético a
0,1% (v / v) e depois centrifugadas a 12000 g durante 15 min. Todos os
passos foram realizados a 4 °C. Foram adicionados aliquotas de
sobrenadante (0,5 mL) a 1,5 mL de &cido tiobarbiturico a 0,5% (v / v) em
acido tricloroacético a 20% (v / v) e as amostras foram incubadas a 90 °C
durante 20 min. A reacgéo foi parada para incubagdo em gelo, seguindo-se

centrifugagéo a 13000 g durante 4 min. Foi determinada a absorvancia do
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sobrenadante a 532 nm e subtraindo-se do A600 nado especifico. A
concentragdo de malondialdeido foi calculada utilizando o coeficiente de
absortividade molar de 155 mM™ cm ™' (Heath e Packer, 1968).

3.16. Determinacao dos teores de clorofilas e carotendides

A quantificagdo de pigmentos fotossintéticos foi realizada segundo a
metodologia proposta por Wellburn (1994). Os discos foliares foram
coletados as 5h da manha e pesados em balanga de precisdo. Para corrigir
a variagcao devido ao grau de hidratacdo das plantas, foi utilizado o teor
relativo de agua corrigindo para 100% de hidratagdo. Os discos foliares
foram incubados com 3 mL de dimetilsulféxido saturado de CaCO3 (DMSO).
As clorofilas a e b absorvem (maximas) nas faixas espectrais azuis (perto de
428 e 453 nm) e vermelhas (perto de 661 e 642 nm). Os carotenoides
amarelos isolados tém uma ampla absor¢do com trés picos na gama
espectral azul entre 400 e 500 nm. Assim, apos 16 h a temperatura
ambiente, a absorvéncia dos extratos foi determinada

espectrofotometricamente a 480, 649,1 e 665,1 nm e expressa em ug g~ 'FW.
4. Resultados e Discussao

4.1Adequabilidade das linhagens transgénicas para anadlise da

fungdao de GmNACO081 em senescéncia.

As linhagens transgénicas de NAC081 apresentaram senescéncia
antecipada quando crescidas em condi¢bes normais em casa de vegetacio
(Figura 1A). Tal comportamento ja havia sido observado em trabalhos
anteriores (Pimenta et al., 2016). De fato, aos 90 dias apdés a germinagéo
(DAG), as linhagens transgénicas apresentavam coloracdo amarela intensa
mais evidente do que nas plantas de BR16. O fendtipo mais evidente da
senescéncia é o amarelecimento das plantas, o que indica que as plantas de
NACO081 estavam em um processo mais avancado de senescéncia.
Consistentes com estes resultados, aos 80 dias apés a germinagdo, o
acumulo de peroxido de hidrogénio nas linhagens transgénicas foi superior
do que aquele observado nas linhagens nao-transformadas (Figura 1B). A
presenga do peroxido de hidrogénio foi monitorada por meio de coloragao

com DAB que reage com o peroxido de hidrogénio, formando um precipitado
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escuro nas células. Consequentemente, o acumulo de um precipitado escuro
leva a um escurecimento da folha, cuja intensidade é proporcional ao nivel
de morte celular e ao grau de senescéncia. As folhas das linhagens
NACO081.1 e NAC081.3 apresentaram uma coloragado escura mais intensa e
uniforme, ja a variedade BR16 exibiu apenas algumas areas mais escuras.
Estes resultados indicam que, aos 80 dias apds a germinagao, o processo
de morte celular foi mais intenso nas linhagens transgénicas NACs e,
consequentemente, o processo de senescéncia estava mais avancgado

nestas linhagens.
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Figura 1 - A superexpressdo de GmNACO081 acelera senescéncia foliar. (A).
Fendtipo de desenvolvimento aos 90 DAG das linhagens transgénicas
NACO081 e BR16. (B) Acumulo de peroxido de hidrogénio em folhas de soja
com 80 DAG coradas com DAB. (C) Produtividade em massa das plantas

BR16 e das linhagens transgénicas NAC081 (média + erro padrao). (D)
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Numero de sementes das plantas BR16 e das linhagens transgénicas
NACO081 (média % erro padrido). Colunas seguidas dos mesmos caracteres

nao diferem em teste Tukey p<0.05.

Um dos grandes problemas associados com a aceleragdo da
senescéncia € a perda de produtividade (Gregersen et al., 2013). A produgao
das plantas superexpressando o gene GmNACO081 foi comparada com as
plantas BR16 e nado houve diferenga significativa entre a produgdo em
termos de peso de sementes (Figura 1C). Apesar de as plantas da linhagem
NACO081-1 apresentarem um numero menor de sementes que a BR16, as
plantas da linhagem NACO081-3 produziram um numero maior de sementes
(Figura 1D). Entretanto, quando comparado o peso total dessas sementes
néo se obteve diferenca significativa. Assim o adiantamento da senescéncia
pela expressao do GmANCO081 nao comprometeu a producao das plantas de
soja.

Foi demonstrado previamente que o gene GmNACO081 é regulado
positivamente durante a senescéncia (Carvalho et al., 2014; Pimenta et al.,
2016). Os dados de RNA-seq confirmaram uma forte indugdo do gene
GmNACO081 durante a senescéncia. Enquanto que aos 20 DAG, a expressao
de GmNACO081, em BR16, foi relativamente baixa quando comparada com a
linhagem NACO081-3, aos 80 DAG, o gene GmNACO081 enddgeno foi
induzido na linhagem BR16, alcangando um patamar de expressao similar
ao da linhagem transgénica NAC081-3 (Figura 2A e 2C). Estes resultados
foram confirmados por qRT-PCR, indicando uma indugao natural do gene
em questao aos 80 DAG. Outra coisa a se considerar € que a expressao de
GmNACO081 na linhagem NAC081-3 foi superior da linhagem NAC081-1, que
exibiu um ligeiro aumento de expressdo em relacdo a BR16 (Figura 2A),
sendo confirmado por qRT-PCR (Figura 2B). Entretanto, devido a elevagéo
da expressao do gene enddgeno durante a senescéncia tal fenébmeno nao foi

observado em plantas aos 80 DAG.
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Figura 2. Expressdo do gene GmNACO081. (A) Representagdo esquematica
do locus do gene GmMANCO081 e dos dados do sequenciamento do RNA apos
a normalizacdo aos 20 DAG. Os hits foram mapeados no locus
Glyma.12G022700 (phytozome 12). (B) Expressdo normalizada do gene
GmNAC081 aos 20 DAG. O acumulo de transcritos do transgene
GmNACO081 foi determinado por 22" (média + erro padrdo). (C)
Representacdo esquematica do gene e mapeamento dos transcritos aos do
de GmNACO081 apos a normalizacdo aos 80 DAG. (D) Expresséo
normalizada do gene GmNACO081 aos 80 DAG. O acumulo de transcritos do

gene GmNACO081 foi determinado por 2" (média + erro padr&o).

GmNACO081 tem sido caracterizado como um componente da via de
morte celular mediada pelas proteinas DCD/NRPs e regula diretamente a
expressdo do gene downstream VPE (Mendes et al., 2013). A fim de
confirmar a funcionalidade do transgene NACO081, foi monitorada a
expressao diferencial dos genes envolvidos na via de morte celular mediada
pelas NRPs (Figura 3A e 3B). Em plantas transgénicas de NAC081 aos 20

DAG, os componentes upstream a GmNACO081 nao foram diferencialmente
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expressos, sendo que alguns componentes, como ERD15, foram
ligeiramente regulados negativamente na linhagem transgénica GmNAC81-
3. Em contraste, duas coépias do gene VPE, Glyma.14G092800 e
Glyma.17G230700, que sdo alvos diretos de GmNACB81-3 (Mendes et al.,
2013), foram fortemente induzidos pela expressdo aumentada de GmNACS81
na linhagem NACB81-3. Estes resultados demonstraram que o transgene
GmNACO081 foi capaz de ativar seu gene alvo VPE, o que explica, pelo
menos em parte, o fenotipo de senescéncia acelerada da linhagem
transgénica (Pimenta et al., 2016). Contudo aos 80 DAG, devido a indugao
do gene endogeno na variedade BR16, ndo foi observado diferenca
acentuada na expressao do gene GmNACO081, que foi ligeiramente regulado
negativamente, sendo que apenas VPE foi induzido. Além disso, as analises
de RNA-seq demonstraram que aos 80 DAG, a via de sinalizacdo de morte
celular mediada por DCD/NRPs estava induzida na linhagem transgénica em
extensdo similar a BR16. Sendo assim, as analises subsequentes para
avaliacdo da funcdo de GmANCO081 se concentraram na linhagem

GmNACO081-3 devido a sua maior expressao do gene GmNACO081.
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Figura 3. Esquema da via de sinalizacdo de morte celular programada
mediada por NRP. (A) Expresséo diferencial dos componentes da via de
induzida pela expressao de GmMNACO081 aos 20 DAG
[35S:GmNAC081 (20DAG) x BR16 (20DAG)] e aos 80 DAG
[35S:GmNACO081 (80DAG) x BR16 (80DAG)] (B). Verde indica regulagao

positiva e vermelho, regulagcido negativa.

sinalizacao

Outros genes alvos diretos do GmNAC081 (Mendes et al., 2013)
apresentaram expressao diferencial no contraste 35S:GmNACO081 (20 DAG)
— WT (20 DAG) (Tabela 2). Foram encontrados quatro genes regulados

positivamente e dois regulados negativamente pela superexpressado de
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GmNACO081, como

resultados

complementares

que

confirmam

a

funcionalidade do transgene GmNACO081 e validam as analises de RNA-seq.

Tabela 2 — Expresao diferencial de genes alvos de GmNACO081 no contraste
35S:GmNACO081 (20 DAG) — WT (20 DAG).

Descrigao ID Glyma2 ID Glyma1 log2FC  P-adj
FE(Il)/ascorbate oxidase superfamily Glyma.01G137100 Glyma01g33350
EF-1 guanine nucleotide exchange
domain Elongation factor 1 /5 chain Glyma.02G276600 Glyma02g44460 -0.73 0.00
Microtubule-associated proteins 1A/1B
light chain-3 reletated Glyma05g04560
Protein of unknown function Glyma.05G122900 Glyma05g25260 0.34 0.10
Permease of the major facilitador
superfamily Glyma.05G142500 Glyma05g27410
S-adenosylhomocysteine hidrolase Glyma.05G152000 Glyma05g28480 -0.51 0.08
Dual specificity protein phosphatase Glyma.06G145000 Glyma06g15000 0.25 0.26
CDC2-related kinase Glyma.06G166200 Glyma06g17460 0.30 0.42
CAF1 family ribonuclease Glyma.07G024000 Glyma07g02730 0.92 0.00
Protein of unknown function Glyma.07G233600 Glyma07g36130
Iron/ascorbate family oxidoreductases Glyma.08G307000 Glyma08g41980
Protein of unknown function Glyma.13G085900 Glyma13g02220 -1.80 0.00
Mitochondrial transcription termination
factor, mMTERF Glyma.15G153300 Glyma15g16400 -0.64 0.20
a/B Hydrolase Glyma.17G045900 Glyma17g05080 0.94 0.00
1-Aminocyclopropane-1-carboxylase
synthase Glyma.17G158100 Glyma17g16990
Nonspecific serine/threonine protein
kinase Glyma.17G161800  Glyma17g17520 -0.12 0.48
MYB family Glyma.17G162100 Glyma17g17560
Protein of unknown function Glyma.17G232300 Glyma17g35070 0.42 0.08
D-alanyl-D-alanine carboxipeptidase Glyma.18G019200 Glyma18g02260 0.51 0.00
Serine-threonine protein kinase Glyma.18G216800 Glyma18g44930 1.07 0.00
Predicted endo 1,3 -glucanase Glyma.18G266900 Glyma18g50180 0.57 0.15
Predicted small molecule transporter Glyma.20G031700  Glyma20g03960 0.36 0.21
Protein of unknown function Glyma.20G089800 Glyma20g22140
Adenylosuccinate lyase Glyma20g28590

O ID Glyma 1 indica a notagdo do gene no phytozome 11 e o ID Glyma 2 refere-se a anotagdo no

phytozome12. Linhas em vermelho indicam que o gene foi regulado negativamente. Linhas em verde

indicam que o gene foi regulado positivamente. Linhas sem cor indicam que n&do houve diferencga.

Linha em cinza indicam que o gene n&o foi encontrado na nova notagdo do genoma ou néo foi

encontrada sua expressao.
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4.2 Transcriptoma induzido pela senescéncia foliar em plantas de
soja nao transformadas (WT) e plantas expressando ectopicamente o
gene GmNACO081.

Os resultados anteriores confirmaram que o gene GmNACO081 induz
senescéncia foliar. Com a finalidade de analisar a amplitude da atividade
transcricional de GmNAC81 em escala gendmica durante senescéncia, foi
comparado o transcriptoma induzido por superexpressdao de GmNACO081 aos
20 DAG [35S:GmNACO081 (20DAG) - WT (20 DAG) ]. Estas analises
permitem avaliar a contribuicdo do gene GmNACO081 para o processo de
senescéncia, além de sua participagdo no modulo NACO081/VPE de
sinalizacdo de morte celular. Uma clusterizacdo global de sequéncias
expressas entre BR16 a 20 DAG e a 80 DAG, linhagem GmNAC81-3 a 20
DAG e a 80 DAG, revelou que os transcriptomas induzidos por GmNAC081
a 80 DAG e induzidos por senescéncia (BR16 a 80 DAG) foram altamente
relacionados, ja que se agruparam juntos com alta probabilidade de
bootstrap e de P-value (Figura 4A). Estes resultados confirmaram que o
efeito da superexpressdo do transgene GmNACO081 é superado pela forte
indugdo do gene enddgeno durante senescéncia natural (80 DAG em BR16),
promovendo respostas similares entre os gendtipos durante senescéncia aos
80 DAG. Entretanto, a 20 DAG, a superexpressdao do GmNACO0871 na
linhagem transgénica promoveu uma resposta similar ao mecanismo de
senescéncia, porque o transcriptoma induzido por GmNACO0871 a 20 DAG se
aproximou dos transcriptomas representados pelo cluster de senescéncia e
diferiu consideralvemente do transcriptoma de BR16 a 20 DAG. Esta
linhagem GmNACS81-3 também foi utilizada para acessar a variagdo global
na expressdo génica induzido pela expressdo de GmNACO081 [NAC81-
3(20DAG) - BR16(20DAG)] em comparagdo com aquela induzida por
senescéncia natural em BR16 [BR16(80DAG) — BR16(20DAG)] (Figura 4B e
4C). Dentre esses genes diferencialmente expressos 25,3% dos genes
regulados positivamente e 42,7% dos genes regulados negativamente sao

comuns a genes induzidos por senescéncia.
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Figura 4 — Genes diferencialmente expressos especificos e compartilhados
por expressdo de GmNACO081 e por senescéncia natural. (A) Agrupamento
hierarquico dos dados de expressdo de gendtipos de soja em diferentes
DAGs, utilizando o metédo WARD e pela distancia de correlagéo. (B) Genes
regulados positivamente por comparagao do contraste [35S:GmNACO081
(20DAG) - WT (20 DAG) ] x [WT (80 DAG) - WT (20 DAG)]. Diagrama de
venn mostra o numero de genes regulados positivamente (C) Numero de
genes regulados negativamente por comparagcdao do [35S:GmNACO081
(20DAG) - WT (20 DAG) ] x [WT (80 DAG) - WT (20 DAG) ].

Analise pela hipergeométrica de enriquecimento de genes
diferencialmente expressos, identificados pelo contraste NAC081-3(20 DAG)
- BR16(20 DAG), revelou um grande numero de classes funcionais com alta
representatividade (Figura 5). As classes enriquecidas para genes
diferencialmente expressos mais bem representadas incluem processos
metabdlicos primarios em que os genes diferencialmente expressos
correspondem a 15,7%, processos metabdlicos celulares 13,8% e processos
metabodlicos de macromoléculas 13,2%. Entretanto, essas classes ndo estio
envolvidas diretamente, ou muito pouco indiretamente, com o processo de
senescéncia. Dentro das classes mais envolvidas diretamente com o
processo de senescéncia como regulacdo de senescéncia foliar, morte

celular e hormbnios relacionados a este processo, destacam-se genes ja
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caracterizados como marcadores de processos de senescéncia como SAG-
21, SAG 101, gamaVPE, etc (Tabela 3 e Tabela S2). Como representativos

das classes enriquecidas, alguns genes altamente induzidos ou reprimidos

foram selecionados para estudos subsequentes.

Gene Ontology (GO)

@ GO.0006468 protein phosphonyial..,

@ GO0036211 protein medification
@ G0:0006795 phosphate-containin.
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@ GO:0044703 muiti-organism repro.
® GO:0DJ0003 reproguction

@ GO:0007154 cell communication
@ GO,0043170 macromolecale mat
® GO:0023052 signaling

® GO:0032501 multicaliular organis.
@ GO-0007165 wignal iransducton
@ GO-0018567 protein ubicuSnation
® GO070647 protein mudcalice..
@ GO0008415 response 1o light ab..
@ CO0044238 primary mesabolic pr.
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@ GO0006887 oxocyioeis.
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@ GO2001141 reguiation of RNA
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® 500019218 reguistion of
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metabolo process

® GO00988S reguiation af
BIsynInetic process
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Figura 5 - GO (gene ontology) das classes enriquecidas pela
hipergeométrica no contraste de NAC081 (20 DAG) - BR16 ( 20 DAG).

Tabela 3 — Analise de enriquecimento de genes diferencialmente expressos
[NACO081 (20DAG) - BR16 (20 DAG) ] relacionados com senescéncia e a

respectiva categoria GO.

Numero Numero no P-value
GO encontrado grupo FDR.

G0:0006624 vacuolar protein processing 4 14 0.098
G0:0007568 aging 11 93 0.000
G0:0007623 Circadian rhythm 56 151 0.102
G0:0008219 cell death 29 109 0.000
G0:0009611 response to wounding 123 445 0.000
G0:0009723 response to ethylene 62 248 0.000
G0:0009751 response to salicylic acid 56 190 0.000
G0:0009835 fruit ripening 7 35 0.002
G0:0010150 leaf senescence 62 250 0.000
G0:0012501 programmed cell death 13 46 0.020
G0:1900055 regulation of leaf senescence 2 4 0.444
G0:1900056 negative regulation of leaf

senescence 6 33 0.001
G0:1900057 positive regulation of leaf

senescence 3 6 0.506

Dentro da classe de senescéncia foliar, foram selecionados o gene

NTR1.5 (Nitrate Transporter 1.5) e o gene KIN10 que codifica Sucrose-non-
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Fermentation Kinase homolog 10 (Tabela S2). Nitrate Transporter 1.5 é uma
proteina transmembrana responsavel pelo transporte de nitrato, sendo o
gene correspondente induzido em resposta a baixa ou alta concentragédo de
nitrato. Sabe-se que a deficiéncia em nitrogénio induz a senescéncia foliar
(Schulte auf'm Erley et al., 2007; Aglera et al., 2010) e que a reciclagem de
nutrientes € uma parte essencial do processo de senescéncia (Himelblau e
Amansino, 2001; Diaz et al., 2005). Assim durante o processo de
senescéncia, em que ocorre intenso processo de reciclagem de nutrientes,
principalmente nitrogénio (Hortensteiner e Feller, 2002; Diaz et al., 2008; Fan
et al., 2009; Bieker e Zentgraf, 2013), o gene do NTR1.5 é induzido (Meng et
al., 2015). O aumento na expressao desse gene em linhagens NAC081 pode
ser um efeito secundario do processo de senescéncia acelerado ou o
resultado direto da ativagdo de sua expressdo por NAC081. Em suporte a
ultima hipétese, as sequéncias 5’ flanqueadora do gene NTR1.5 contém
cinco cis-elementos TGTGT(TGC) de ligacado de GmNAC081 com uma
probabilidade baixa (0.004) de serem aleatorios (Mendes et al., 2013; Tabela
3).

Tabela 4. Genes candidatos a alvos diretos para ligagdo de GmNACO081,
contendo sitios de ligagdo de GmNAC081, TGTGT(TGC), em sequéncias 5’

flanqueadoras.

Gene Locus Frequéncia do Distancia do ATG prob
TGTGT(TGC) (Poisson)
MLO3 Glyma.19G179900 2 -367; -1977 0.1824
JMT Glyma.14G072300 1 -316 0.4300
NRT1.5 Glyma.09G237600 5 -1032; -1034: -1036; -1538; -1635 0.0039
KIN10 Glyma.08G240400 3 - 793; -1254; -1906 0.0613
KTI1 Glyma.08G235400 2 -1179; -1817 0.1824
SPI Glyma.10G184700 1 -1535 0.4300

KIN10 interage diretamente com e fosforila o gene ETHILENE-
INSENSITIVE 3, durante a senescéncia, desestabilizando um fator de
transcricdo chave no processo de senescéncia e assim regula
negativamente genes envolvidos na sintese de etileno (Kim et al., 2017). Os
resultados de RNA-seq confirmaram que o gene KIN10 é regulado

positivamente durante a senescéncia natural (Tabela 5), o que explica a
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regulacdo negativa predominante de genes associados ao etileno (Tabela
S2).

Tabela 5 — Exemplos de genes diferencialmente expressos compartilhados
pelos [NAC081(20DAG) - BR16 (20DAG)] vs [BR16 (80 DAG) - BR16
(20DAG)].

NACO081(20DAG) BR16 (80 DAG)-
-BR16 (20DAG) BR16 (20DAG)
log2F
ID log2FC padj C padj Descrigao

Glyma.08G240400 2.30 0.000 3.51 0.000  SNF1 kinase homolog 10
Glyma.09G237600 3.32 0.000 4.10 0.000 nitrate transporter 1.5

Glyma.19G179900 4.36 0.000 6.57 0.000  Seven transmembrane MLO family protein

Glyma.08G235400 -6.88 0.000 -3.76 0.000  kunitz trypsin inhibitor 1
Serine protease inhibitor, potato inhibitor
Glyma.10G184700 -5.17 0.000 -5.11 0.000 I-type family protein

O gene GmNACO081 pode estar modulando o gene KIN10 de modo
que o processo de senescéncia ndo se desencadeie de forma agressiva
levando a planta a morte e ndo a senescéncia natural. No promotor desse
gene foram encontrados trés sitios de ligagdo do GmNACO081 com a
probabilidade de 0.0613 de serem aleatdrios (Tabela 4). Esse gene que esta
relacionado com o processo de senescéncia € considerado um candidato
potencial para estar sobre a regulagéo do fator de transcricdo NAC081.

Na classe de morte celular, destaca-se o gene MLO3 (Seven
transmembrane  MLO  Family protein), altamente induzido pela
superexpressao de GmNAC081 a 20 DAG (Tabela S2). MLO3 é uma
proteina G exclusiva de plantas com sete dominios transmembrana (Devoto
et al., 1999). Ela modula os processos de defesa e morte celular responsiva
ao meio ambiente (Piffanelli et al., 2002). Os resultados do RNA-seq
confirmam que MLOS3 é fortemente induzida pelo processo de senescéncia
natural (Tabela 5). A proteina G também é uma possivel candidata a estar
sobre a regulacao do TF ja que em seu promotor foram encontrados dois
sitios de ligacdo com a probabilidade de serem aleatérios de 0.1824 (Tabela
4).

O gene JMT (acido jasménico carboxilo metiltransferase) que esta na
classe de genes responsivos a danos mecanicos também foi induzido pela

superexpressao de GmNAC081 aos 20 DAG. JMT é responsavel pela
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metilacdo do acido jasmoénico formando o MeJA (Turner et al., 2002), que
induz a expressado de genes associados a senescéncia (SAGs), tais como
SAG12 e SAG13, promovendo a senescéncia em plantas (Li et al., 2012).
Assim, a elevacao do nivel interno de MeJA leva a aceleragdo do processo
de senescéncia (Chena et al., 2017). O promotor desse gene possui um sitio
de ligacao para o TF NACO081 com a probabilidade de ser aleatéria de 0.43
(Tabela 4). Assim JMT é também candidato em potencial de estar sobre
modulacdo direta de GmNACO081 levando o processo de senescéncia
acelerado.

Recentemente, foi demonstrado que GmNAC081 também atua como
repressor franscricional em certos genes alvos (Mendes et al, 2013).
Consequentemente, também foram selecionados alguns genes regulados
negativamente pela superexpressdo de GmNACO081 para estudos
subsequentes. Entre eles, dentro da classe de danos mecanicos, o gene
KIT1 (Kunitz Trypsin Inhibitor 1), também presente nas classes de resposta
ao acido salicilico e a morte celular programada, foi fortemente reprimido por
superexpressao de GmNACO081 aos 20 DAG. Silenciamento de KIT1 em
Arabidopsis por utilizagdo de RNAi causa um aumento da formagédo de
lesbes nas folhas causadas por morte celular e uma alteragdo na morfologia
da folha (Lia et al., 2008). Possivelmente a expressao do referido gene pode
estar sendo regulada diretamente por GmNACO081, ja que em seu promotor
foram encontrados dois sitios de ligacdo do possivel repressor com uma
probabilidade de 0.1824 de serem aleatérios (Tabela 4).

Similarmente, o gene SPI (serine protease inhibitor) pode estar sendo
modulado negativamente por GmNACO081 (Tabela S2). As proteases estao
envolvidas em muitos processos no ciclo de desenvolvimento das plantas
como a mobilizagdo de proteinas durante a germinagéo e a senescéncia ou
inicio da morte celular (Creemers, 2002; Loukas, 2002; Schaller, 2004).
Esses genes, em arroz, podem inibir a atividade do OsPI/8-1 que modula o
progresso da morte celular programada (Wang et al., 2008). As andlises de
expressao diferencial revelaram que o referido gene ¢é regulado
negativamente durante senescéncia natural e por GmNACO081 (Tabela 5). No
promotor desse gene, foram encontrados um sitio de ligagdo do repressor

com uma probabilidade de 0.43 de ser aleatério (Tabela 4).
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Os resultados de RNA-seq foram confirmados por meio de qRT-PCR
(Figura 6). Aos 20 DAG, os genes NRT1.5, MLO3, JMT e KIN10 foram
induzidos pela expressdo aumentada de GmNACO081, enquanto que os
genes KIT1 e SPI foram reprimidos. A modulagdo de genes positivamente
como JMT, MLO3 e NRT1.5 e a modulacédo negativa de KIT1 e SPI pode
estar levando a aceleragcdo do processo de senescéncia. A fim de exercer
um controle refinado do processo de senescéncia, é possivel que
GmNACO081 induza a expressdao de KIN10, um regulador negativo de
senescéncia, a fim de controlar a extensdo com que o processo de
senescéncia € desencadeado de maneira a ndo interferir na longevidade

natural das folhas.
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Figura 6- Expressao dos genes candidatos em plantas de soja aos 20 DAG.
O acumulo de transcritos foram determinados por qRT-PCR (média + erro
padrdo). O gene Unkown 2 foi utilizado como controle enddégeno para se
determinar o Fold variation (27*°") (A) GmJMT, (B) GmMLO3, (C) GmKIN10,
(D) GmNRT1.5, (E) GmSPI, e (F) GmKIT1.
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4.3 Efeito da superexpressao de GmNACO081 na tolerancia da soja

ao déficit hidrico.

Tem sido demonstrado que a inibicdo da via de sinalizacido de morte
celular mediada por NRPS aumenta a tolerancia de plantas a déficit hidrico.
De fato, a expressédo constitutiva do chaperone molecular BiP modula
negativamente a expressdo dos genes NRPs, NAC081 e VPE e confere
tolerdncia a seca (Valente et al., 2009; Carvalho et al., 2014). Estes
resultados prévios levantaram a hipotese de que um dos mecanismos de
tolerancia a estresses abidticos esta associado ao controle de longevidade
foliar em plantas. A fim de avaliar se existe correlagcdo direta entre
suscetibilidade a seca e aceleragdo de senescéncia, o comportamento das
linhagens transgénicas, superexpressando o modulador positivo da via de
morte celular, GmNACO081, foi investigado sob déficit hidrico. Para isto, as
linhagens de soja no estadio V3 de desenvolvimento foram submetidas a um
regime lento de déficit hidrico pela redugéo progressiva da irrigagdo por um
periodo de 20 dias. Durante este periodo analises fisioldgicas utilizando o
IRGA, o potencial hidrico (yw) e o teor de umidade das folhas foram
conduzidas.

Nestas condigdes, as linhagens transgénicas e a variedade BR16
mantiveram o potencial hidrico similar até os 11 dias apés o inicio do déficit
hidrico (Figura 7A), a partir do qual as folhas BR16 mantiveram um potencial
hidrico maior que as plantas de NAC081, o que foi correlacionado com o
grau maior de turgidez das folhas (Figura 7B) e o teor relativo de agua (TRA)
das folhas (Figura 7C). Com relagdo as plantas irrigadas, ndo houve
diferenca entre o potencial hidrico das linhagens NACs e BR16. Aos 17 dias
apos o inicio do tratamento, as plantas NAC081.3 chegaram ao potencial de
-2,0, sendo que as plantas de NAC081.1 precisaram de um dia adicional
para alcancar o potencial de -2,0. Este fenodtipo foi associado com a
expressao diferencial do transgene NACO081 nas linhagens transgénicas, ja
que a expressao do gene GmNACO081 é maior na linhagem 35S:NAC081-3
do que em 35S:NACO081-1 (Figura 2A e 2B). Ja as plantas de BR16 levaram
20 dias para chegarem ao potencial de -2,0. Com relacado ao TRA, a partir de

17 dias apods o inicio do tratamento, as plantas de NAC081 comecaram a se
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diferenciar das plantas de BR16 (Figura 7C). Somente aos 19 dias de
tratamento, TRA foliar de BR16 foi similar a das linhagens transgénicas
NACO081. Contudo, as plantas irrigadas nao apresentaram diferengas no
TRA. Coletivamente, estes resultados indicam que as linhagens GmNACO08

sdo mais susceptiveis ao déficit hidrico que as plantas de BR16.

(A)

BR16 BR16 NACO081.1 NAC081.1 NAC081.3

Irrigada Néo Irrigada Irrigada Néo Irrigada Irrigada

()

Figura 7 — Desidratagdo de folhas induzidas por seca em BR16 e linhagens
transgénicas NACO081. Plantas no estadio de desenvolvimento V3 foram
submetidas a um regime de déficit hidrico progressivo. (A) Potencial hidrico
medido com bomba de Scholander ao longo do tempo. As barras
representam o erro padrdo (n=4) (B) Fendtipo das plantas de soja quando o
potencial hidrico alcangou -1,0 nas NAC081-3. (C) Teor relativo de agua das

em relagdo ao tempo. As barras representam o erro padrao (n=4).

Durante condigdes normais de crescimento, entretanto, a taxa
fotossintética das linhagens transgénicas foi superior aquela das plantas
BR16 (Figura 8A), consistente com o desenvolvimento mais acelerado
dessas linhagens transgénicas. Estes resultados podem estar relacionados
com a regulacao positiva de componentes do aparato fotossintético exibida
pelas linhagens transgénicas superexpressando o gene GmNAC31 aos 20
dias apos germinagao (Figura 9). Essa regulagdo positiva da fotossintese
pode explicar o porque das plantas superexpressando o gene relacionado a

senescéncia nao levou a perda na producdo de grdos. A condutancia

36

NACO081.1

Nao Irrigada



estomatica e taxa de transpiracdo foram similares em BR16 e linhagens
transgénica irrigadas durante todo o periodo do experimento (Figuras 8B e
8C). Entretanto, durante o déficit hidrico progressivo, o decréscimo da taxa
fotossintética foi mais acentuado nas linhagens transgénicas NAC081-1 e
NACB81-3 que em BR16. Nessas linhagens transgénicas nao irrigadas, houve
uma reducgao drastica da taxa fotossintética aos 15 dias apds o tratamento
chegando a aproximadamente zero aos 17 dias, enquanto que a taxa
fotossintética de BR16 chegou a aproximadamente zero somente apés 19
dias de déficit hidrico gradual (Figura 8A). Esse comportamento foi similar na
condutancia estomatica e taxa de transpiracdo (Figura 8B e 8C).
Consequentemente, sob um regime gradual de déficit hidrico, a taxa
fotossintética, condutancia estomatica e taxa de respiracdo em BR16 diminui
menos intensamente  do que nas linhagens  transgénicas.
Consequentemente, estas alteracbes da taxa fotossintética e da taxa de
transpiracdo podem ser um resultado direto do fechamento estomatico
ocorrendo mais rapidamente nas linhagens transgénicas. Estes resultados
indicam que o mecanismo de maior sensitividade a déficit hidrico das
linhagens transgénicas ndo esta relacionado com falhas no fechamento

estomatico.
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Figura 8 - Parametros fisiologicos de trocas gasosas ao longo do déficit
hidrico gradual. (A) Fotossintese. (B) Condutancia estomatica. (C), Taxa
transpiratoria. (D) Taxa de relagdo Ci/Ca. (E) Eficiéncia de carboxilagdo. (F)
Eficiéncia instantanea do uso da agua. (G) Eficiéncia intrinseca do uso da

agua. As barras representam o erro padréo (n=4).

A taxa fotossintética baixa durante o déficit hidrico nas linhagens
transgénicas causou efeito na concentracado de carbono interno (Ci). Apesar
do continuo fechamento estomatico durante o déficit hidrico, as linhagens
transgénicas apresentaram uma maior relagdo Ci/Ca, com um aumento
acentuado aos 17 dias apds o inicio do déficit hidrico quando comparado
com BR16, indicando menor eficiéncia de fixagdo de carbono das linhagens
transgénicas, sob um regime de déficit hidrico progressivo (Figura 8D).
Similarmente aos pardmetros fisiolégicos de trocas gasosas anteriores,
BR16 alcangou valores de Ci/Ca similares aqueles das linhagens
transgénicas aos 20 dias apds tratamento.

A eficiéncia de carboxilagdo dada pela razao A/Ci foi reduzida ao
decorrer do déficit hidrico (Figura 8E). Observa-se que as plantas NAC081

tiveram redugdes significativas aos 17 dias chegando a valores similares a
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zero. As plantas de BR16 chegaram a valores similares somente aos 19 dias apds o inicio do déficit hidrico.
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Figura 9 - Expressdo diferencial dos componentes envolvidos no processo

fotossintetico induzida pela expressdo de GmNACO081. [35S:GmNAC081 (20DAG) x
BR16 (20DAG)]. Verde indica regulagéo positiva e vermelho, regulagéo negativa.
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ID log2foldchange padj labels
Glyma.10G249000 0.93 0.00 PSAD-2
Glyma.02G282500 1.08 0.00 PSBP-1
Glyma.07G019700 0.90 0.00 PSAH2
Glyma.08G204800 0.88 0.00 PSAH2
Glyma.18G 148600 8.58 0.00 PSAH2
Glyma.05G168400 1.23 0.00 FD1
Glyma.08G188500 1.65 0.00 FD1
Glyma.05G172300 1.17 0.00 PSBY
Glyma.08G173700 1.24 0.00 PSBR
Glyma.15G253700 0.86 0.00 PSBR
Glyma.04G 145900 0.79 0.00 ATPC2
Glyma.04G 145900 0.79 0.00 | AT2G07707
Glyma.13G129500 117 0.00 PSAE-2
Glyma.19G161400 0.99 0.00 PSBW
Glyma.01G 180800 0.97 0.00 PSBO2
Glyma.13G302900 0.76 0.00 PETC
Glyma.12G199400 0.85 0.00 PETC
Glyma.13G204800 1.18 0.00 ATPC2
Glyma.15G107900 1.06 0.00 ATPC2
Glyma.17G130100 0.96 0.00 ATPD
Glyma.09G250800 0.86 0.00 PSAL
Glyma.04G215800 0.95 0.00 PSAN
Glyma.02G047600 0.91 0.00 FNR2




As redugdes nas taxas de fotossintéticas, acompanhadas de
fechamento estomatico e diminuicdo das taxas transpiratérias sdo eventos
comuns causados por déficit hidrico (Schulze et al., 1986; Blum, 1996;
Zhang et al., 2001; Grisi et al., 2008; Izanloo et al., 2008; Chen et al., 2009;
Xu et al., 2009; Xu et al., 2010). Contudo ainda ndo ha um consenso se a
reducdo da taxa assimilatoria de CO, é uma reposta da limitagao fisica
ocasionada pelo fechamento estomatico ou através de danos bioquimicos
(Flexas e Medrano, 2002; Reddy et al., 2004; Chaves, 2009). Contudo a
elevacao da taxa de Ci, sugere que a redugado da taxa de assimilagao seja
causada por danos bioquimicos no aparato fotossintético.

A eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA) é definida como a
razdo entre o ganho de carbono e o consumo de agua dado pela
transpiracdo (Blum, 2009). A reducdo da EUA correlacionou-se com o
aumento progressivo do déficit hidrico tanto nas linhagens transgénicas
quanto na variedade BR16, porém em diferentes extensdes (Figura 8E).
Enquanto que as linhagens transgénicas NACO81apresentaram uma
reducgao significativa de EUA aos 17 dias, diminuindo a valores aproximados
a zero aos 19 dias de déficit hidrico progressivo, a variedade BR16 manteve
valores superiores mesmo apo6s 20 dias de déficit hidrico gradual.

A eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA), ou seja, a assimilagao
de CO; para uma determinada condutancia estomatica teve redugcao com a
progressdo das condigbes de déficit hidrico (Figura 8G). Similarmente ao
observado para EUA, as plantas superexpressando o gene GmNACO081
tiveram uma reducao em EIUA mais rapida que BR16, alcancando valores
préximos a zero aos 19 dias apos o inicio do déficit hidrico gradual.

Os parametros fisiolégicos de fluorescéncia também foram alterados
durante o déficit hidrico gradual. O rendimento quantico do PSII (Fv/Fm) foi
modulado durante o déficit hidrico. As linhagens transgénicas NACO081,
sobre o regime de déficit hidrico, comecaram a se diferenciar das plantas
irrigadas apds os 17 dias de tratamento, enquanto que BR16 somente aos
20 dias (Figura 10A). Aos 20 dias, o valor Fv/Fm da linhagem NAC081.3 foi
menor do que aquele da linhagem NACO081-1, o que pode ser correlacionado
a expressdo maior do transgene GmNACO081 na linhagem NAC081-3. A

redugdo na razao Fv/Fm indicam perturbagdes no aparato fotossintético
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causado pelo déficit hidrico, sendo mais severo nas linhagens transgénicas
GmNACS81 e explicam a reducao da assimilagcdo de CO, nas linhagens

transgénicas quando comparado com BR16.

(A) s S (B) o e

Figura 10 - Parametros fisioldgicos de fluorescéncia ao longo do déficit
hidrico gradual. (A) Relagao Fv/Fm. (B) Taxa de transporte de elétrons. (C)
Rendimento quantico do fotossistema Il. As barras representam o erro

padrao (n=4).

A taxa de transporte de elétrons (ETR) também foi afetada com o
déficit hidrico gradual. Aos 17 dias apos estresse progressivo, observa-se
que as linhagens NAC081.3 apresentam uma taxa ETR menor que os outros
tratamentos (Figura 10B). Esta permanece menor ao longo do experimento
seguida pela taxa da linhagem NACO081.1. Somente aos 20 dias apos
tratamento, os valores ETR de BR16 se igualaram aos das linhagens
transgénicas NACO081. Entre as plantas irrigadas, as linhagens GmNACs
apresentaram valores superiores que a BR16 irrigada, indicando que as
linhagens transgénicas podem possuir dificuldade em dissipar o excesso de
radiacao a partir do sistema fotossintético (Baker, 2008).

A reducdo da eficiéncia de remocao dos elétrons da quinona
receptora do PSIl associado com a reducdo de ETR, e aumento na
dissipacdo da energia de excitagdo, principalmente na forma de calor

sugerem mecanismos de fotoprotecao nas linhagens NAC081.
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O rendimento quéntico da dissipacdo de energia regulada no PSII
(Ynpa) também foi modulado pelo estresse hidrico (Figura 10C). As plantas
da variedade BR16 néo irrigadas apresentaram menores valores de PSIl em
relacdo as linhagens transgénicas. Até os 20 dias apds o tratamento, as
linhagens transgénicas NAC081 ainda n&o haviam atingido os valores
similares a BR16. Em funcdo do aumento da severidade do déficit hidrico
observaram-se redugdes na conversdo da energia absorvida destinada a
cadeia de transporte de elétrons.

Os pigmentos fotossintéticos fornecem informacgdes relevantes sobre
o comportamento fisiologico dos vegetais diante de estresses ambientais,
como déficit hidrico (Ashraf e Harris, 2013). Durante o estresse hidrico houve
reducao no teor de clorofila, principalmente da clorofila b (Figura 11 A—-C). A
linhagem transgénica NACO081.3 apresentou maior reducdo no teor de
clorofilas, seguido pela linhagem NACO081.1 e, entdo, por BR16. Estes
resultados estdo consistentes com os dados de troca gasosas e o0s
paradmetros fisioldgicos de fluorescéncia. Similarmente, os pigmentos de
carotenoides foram afetados pelo déficit hidrico (Figura 11D). A linhagem
transgénica NAC081.3 exibiu redugdo nos pigmentos carotendides a partir
dos 20 dias apds o inicio do déficit hidrico. Como esta linhagem é mais

suscetivel ao estresse hidrico, foi mais afetada do que os outros gendtipos.
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Figura 11 — Concentragdo de pigmentos e peroxido de hidrogénio ao longo
do déficit hidrico gradual. (A) Clorofila a. (B) Clorofila b. (C) Clorofila total. (D)

Carotenoides. (E) Compostos reativos com acido tiobarbiturico.

Como um adicional marcador bioquimico de senescéncia (natural ou
induzida por seca), foi monitorado o acumulo de compostos reativos do acido
tiobarbiturico (TBA), tal como o malondialdeido (MDA), a fim de avaliar a
peroxidacdo de lipideos associada ao déficit hidrico. As linhagens
transgécnias NAC081.3 apresentaram um maior acumulo de MDA do que a
variedade BR16 (Figura 11E). Isto demonstra que o processo de morte
celular induzido por déficit hidrico estava mais pronunciado nas linhagens
transgénicas, confirmando assim a susceptibilidade dessas plantas ao déficit
hidrico.

Uma vez que GmNACO081 participa ativamente na via de morte celular
mediada por NRPs e induzida por multiplos estresses (Pimenta et al., 2011),
a hipdtese central seria que a superexpressdo de GmNACO081 promoveria
maior susceptibilidade a seca devido a sua capacidade de acelerar morte
celular induzida por estresses multiplos. De fato, foi demonstrado na
presente investigacdo que superexpressao de GmNACO081 promove um
estado de senescéncia acelerada nas linhagens transgénicas. Com a
finalidade de analisar se GmNACO081 poderia estar regulando genes de
tolerancia tipica contra seca, como fatores de transcricdo DREB e AREB,

genes envolvidos na sintese e sinalizacao de ABA, etc, foram avaliados a
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representagdo de genes diferencialmente expressos pela superexpressao de
GmNACO081 pertencentes a categoria defesa contra estresses abioticos. Em
condicbes normais de crescimento aos 20 DAG, a superexpressado de
GmANCO081 promoveu predominantemente a regulacdo negativa de genes
relacionados ao déficit hidrico comparado com plantas nao transgénicas
(Tabela 5). Considerando genes responsivos a seca, 42 genes foram
diferencialmente expressos na linhagem transgénica NAC081, dos quais 11
genes foram regulados positivamente e 31 genes regulados negativamente.
Entre os genes regulados negativamente se destaca PDR12
(AtPDR12)|ABCG40 (pleiotropic drug resistance transporter) que codifica um
transportador da membrana plasmatica que promove a absor¢cdo de ABA
(Kang et al., 2010). A baixa expressédo de ABCG40 nas linhagens
transgénicas poderiam estar comprometendo a absor¢do de ABA durante
déficit hidrico o que poderia contribuir para maior sensitividade a seca
dessas linhagens. Também foram regulados negativamente genes que
codificam aquaporinas que regulam o transporte de agua em células
vegetais, como PIP2A plasma membrane intrinsic protein 2A e TMP-C
plasma membrane intrinsic protein 1;4, além do gene CBF4, um membro da
subfamilia DREB A-1 da familia de fatores de transcricdo ERF/AP2. Este
cenario associado com a observagdo de que a superexpressdo de
GmNACO081 causa predominantemente regulacdo negativa de genes
relacionados a resposta de defesa ao déficit hidrico substancia o argumento
de que o fendtipo de maior sensitividade a seca pela superexpressao de
GmNACO081 pode estar associado ndo somente a propriedade de
GmNACO081 de induzir morte celular programada e senescéncia natural, mas
também a sua atividade de repressao transcricional de genes chaves de

resposta ao déficit hidrico.
5. Conclusao

O gene GmNACO081 atua na via de morte celular programada mediada
pelas NRPs em resposta a defesa a estresses multiplos e a senescéncia. O
presente trabalho confirma que a superexpressdo do gene leva a um
processo de senescéncia acelerado, contudo tornando as plantas mais

suscetiveis ao déficit hidrico.
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Foi demonstrado que a superexpressdo de GmNAC081 durante o
estagio vegetativo de desenvolvimento, aos 20 DAG, modula a expressao de
genes, previamente conhecidos como alvos diretos de GmNAC081 e que
sao naturalmente induzidos ou reprimidos durante a senescéncia. Além
disso, candidatos adicionais com o potencial de serem diretamente
controlados por GmNAC081 e que atuam no processo de senescéncia,
como JMT, MLO3, NRT1.5, KIN10, KIT1 e SPI, foram selecionados, cuja
expressao diferencial foi confirmada por qRT-PCR. Estes genes possuem
sitios de ligacao de GmNACO081 localizados na regidao promotora, reforgando
a hipotese de que possam ser alvos diretos do controle por GmNACO081.
Assim sendo, os dados do RNA-seq ampliam a atividade transcricional de
GmNACO081 em escala genémica, identificando um conjunto de possiveis
alvos diretos que atuam para estabelecimento do processo de senescéncia.
Considerando que 25,3% dos genes regulados positivamente e 42,7% dos
genes regulados negativamente por GmNACO081 sao também induzidos por
senescéncia natural, pode-se adiantar que o mecanismo pelo qual
GmNACO081 induz senescéncia esta associado ndo somente a atuagao da
VPE, mediando o colapso do vacuolo, mas também com processos de
autofagia e de morte celular programada.

Foi também fornecido evidéncias que GmNACO081 controla
negativamente tolerancia a seca em soja. Inicialmente, foi demonstrado que
sob o mesmo regime de déficit hidrico progressivo, as linhagens
transgénicas exibiram menor potencial hidrico e teor relativo de agua nas
folhas. Além disso, o aparato fotossintético foi danificado mais rapidamente
nas linhagens transgénicas do que na variedade controle BR16. Sob
desidratacdo progressiva, nas linhagens transgénicas, o decréscimo da taxa
fotossintética e condutancia estomatica foi mais acentuado, sendo que a
razao Ci/Ca foi maior refletindo menor eficiéncia de fixagao de carbono e o
valor Fv/IFm foi menor, confirmando danificagdo maior no aparato
fotossintético, comparado com a variedade controle BR16. Dados
bioquimicos referentes a perda de pigmentos e peroxidacdo de lipideos
demonstraram um processo acelerado de morte celular induzida por seca
nas linhagens transgénicas, o que é consistente com o panorama da

variagao global da expressao génica induzido por GmNACO081. Entretanto,
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também foi detectado que GmNACO0871 regula negativamente genes
associados a resposta tipica de tolerancia a seca em plantas, levantando a
hipétese da existéncia de mecanismos adicionais para o controle negativo de
GmNACO081 na tolerancia a seca. E possivel que GmNACO081 represente um
ponto convergente na comunicagao cruzada entre sinalizagdo de resposta a
estresses multiplos em plantas e senescéncia natural programada pelo
desenvolvimento.

Coletivamente, estes resultados demonstram que as analises do
RNA-seq forneceram um cenario de genes diferencialmente expressos que
pode delimitar os mecanismos pelos quais GmNACO081 regula positivamente
o0 estabelecimento de senescéncia e negativamente tolerancia a seca. A
confirmagdo da atividade transcricional de GmNACO081 diretamente sob os
genes selecionados podera ser examinada posteriormente em ensaios
transcricionais sob os promotores selecionados, fusionados a genes

repoérteres, em protoplastos de soja.
6. Dados suplementares

Tabela suplementar 1. Listagem dos oligonucleotideos utilizados nos
ensaios de qRT-PCR.

Primers Sequéncia (5—3’) Gene
GM UKN2 F GCCTCTGGATACCTGCTCAAG Unknown 2
GM UKN2 R ACCTCCTCCTCAAACTCCTCTG

HELIC Fwd TAACCCTAG CCCCTTCGC CT HELICASE
HELIC Rvs GCCTTGTCGTCTTCCTCCTCG

gRTGmMNACO081 CCA ACA AAA GCACTT GTG GCA GmNACO081
gRTGmMNACO081 GGA CTATTC AACTGA GCCCAAAAG

gqRTGmMMLO3Fwd AGTGGCACAGATGGGTTCAG MLO3
gqRTGmMMLO3Rv TCTTGGCTCCATTCTGAGGAC

gRTGmMNRT1.5Fwd AATGCACAAACACCTGATGG NRT1.5
gRTGMNRT1.5Rv ATCCATCCTGGCATCTCATC

gqRTGMJMTFwd GGAAGGGTCATTCATTGTGG JMT
gRTGMJIMTRV ATGGTCCTTGCAACTCGTTC

gqRTGmMKIN10Fwd TTGATGTCTGGAGTTGTGGTG KIN10
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gRTGmMKIN10Rv TGGCTCCAGGAGATAGATGG
gqRTGmMKIT1Fwd TTGCCCTCAACGTTCAAGATG KIT1
gRTGmMKIT1RV TTCCACTCCTCGTGTCGTTC
gqRTGmMSPIFwd GGCCTGAGCTAGTTGGAGTG SPI
gRTGmMSPIRv CAATGTGGGGAACTTCCTTG

Tabela suplementar 2 — Funcional categoriza¢do, baseado em GO, de

genes diferencialmente expressos no contraste 35S:GmNAC081 (20 DAG) —

WT (20 DAG).
G0:0006624 vacuolar protein processing

ID log2FC padj Description
Glyma.12G129300 -0.61 0.002 | AT2G42700.1
Glyma.05G055700 0.94 0.002 | BETAVPE beta vacuolar processing enzyme
Glyma.14G092800 2.31 0.000 | GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
Glyma.17G230700 3.25 0.000 | GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme

GO0:0007568 aging

ID log2FC padj Description
Glyma.20G036100 -2.39 0.012 | RNS1 ribonuclease 1
Glyma.04G147100 -1.17 0.022 | TET7 tetraspanin7
Glyma.08G029100 -0.66 0.006 | TET2 tetraspanin2
Glyma.13G091000 -0.52 0.029 | TETS8 tetraspanin8
Glyma.07G059300 0.48 0.016 | RNS2 ribonuclease 2
Glyma.19G013200 0.58 0.014 | SAG101 senescence-associated gene 101
Glyma.10G112000 0.63 0.031 | CCH copper chaperone
Glyma.13G210800 0.69 0.049 | GS2 glutamine synthetase 2
Glyma.15G102000 0.91 0.002 | GS2 glutamine synthetase 2
Glyma.04G190200 1.03 0.000 | PIMT1 protein-l-isoaspartate methyltransferase 1
Glyma.12G109200 1.64 0.012 | GS2 glutamine synthetase 2

G0:0007623 Circadian rhythm

ID log2FC padj Description
Glyma.17G172400 -2.75 0.000 | SPT basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein
Glyma.06G114900 -2.11 0.000 | ATRR4 response regulator 9
Glyma.13G244200 -1.90 0.022 | SRF3 STRUBBELIG-receptor family 3
Glyma.17G126400 -1.82 0.000 | BT2 BTB and TAZ domain protein 2
Glyma.11G054600 -1.72 0.000 | SPT basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein
Glyma.13G184200 -1.64 0.039 | SRF3 STRUBBELIG-receptor family 3
Glyma.05G239400 -1.57 0.005 | ADO3,FKF1 flavin-binding, kelch repeat, f box 1
Glyma.11G155100 -1.44 0.006 | ATRR4 response regulator 9
Glyma.19G110200 -1.29 0.002 | GATA9 GATA transcription factor 9
Glyma.12G074100 -1.22 0.000 | JK224,NPH1,PHOT1,RPT1 phototropin 1
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Glyma.17G093900 -1.20 0.000 | RR5 response regulator 5

Glyma.05G033000 -1.10 0.002 | RR5 response regulator 5

Glyma.06G296800 -1.10 0.028 | SRF3 STRUBBELIG-receptor family 3

Glyma.17G037400 -1.05 0.002 | Plant neutral invertase family protein

Glyma.05G067100 -0.87 0.000 | CKB1 casein kinase Il beta chain 1

Glyma.15G074000 -0.77 0.000 | GSL1 glucan synthase-like 1

Glyma.20G060400 -0.75 0.006 | COL9 CONSTANS-like 9

Glyma.02G296300 -0.68 0.007 | FIM1 fimbrin 1

Glyma.14G094800 -0.67 0.024 | GATAZ22 cytokinin-responsive gata factor 1
Glyma.11G117600 -0.66 0.000 | GRP7 cold, circadian rhythm, and rna binding 2
Glyma.12G043000 -0.64 0.001 | CCR1,GR-RBP8,GRPS8 cold, circadian rhythm, and RNA binding 1
Glyma.11G054800 -0.59 0.025 | Protein kinase superfamily protein

Glyma.01G187300 -0.54 0.022 | Protein kinase superfamily protein

Glyma.19G242900 -0.43 0.027 | WNK1,ZIK4 with no lysine (K) kinase 1

Glyma.04G096200 -0.39 0.013 | TIFY1,ZIM GATA-type zinc finger protein with TIFY domain
Glyma.13G 135900 -0.37 0.000 | PRRY7 pseudo-response regulator 7

Glyma.01G200800 0.32 0.045 | PRR2 CheY-like two-component responsive regulator family protein
Glyma.15G162300 0.33 0.005 | ZTL Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein
Glyma.06G314300 0.37 0.000 | FHY3 far-red elongated hypocotyls 3

Glyma.05G157200 0.45 0.018 | MPK7 MAP kinase 7

Glyma.16G018000 0.46 0.035 | PRR5 pseudo-response regulator 5

Glyma.08G218100 0.47 0.007 | IRX4 cinnamoyl coa reductase 1

Glyma.10G248400 0.49 0.010 | WNK1,ZIK4 with no lysine (K) kinase 1

Glyma.04G124300 0.50 0.000 | FHY3 far-red elongated hypocotyls 3

Glyma.17G152800 0.54 0.000 | PRR2 CheY-like two-component responsive regulator family protein
Glyma.19G260400 0.55 0.000 | PRRS5 pseudo-response regulator 5

Glyma.19G227700 0.55 0.041 | CSP41B chloroplast RNA binding

Glyma.09G056100 0.58 0.000 | ZTL Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein
Glyma.07G049400 0.61 0.001 | PRR5 pseudo-response regulator 5

Glyma.20G228000 0.62 0.006 | WNK1,ZIK4 with no lysine (K) kinase 1

Glyma.10G160400 0.65 0.000 | WNK1,ZIK4 with no lysine (K) kinase 1

Glyma.03G261300 0.66 0.000 | PRRS5 pseudo-response regulator 5

Glyma.02G100000 0.74 0.037 | STN7 STT7 homolog STN7

Glyma.03G230000 0.78 0.019 | CSP41B chloroplast RNA binding

Glyma.04G012700 0.79 0.000 | GRP7 cold, circadian rhythm, and rna binding 2
Glyma.06G136600 0.80 0.022 | PRR5 pseudo-response regulator 5

Glyma.06G012600 0.82 0.000 | GRP7 cold, circadian rhythm, and rna binding 2
Glyma.01G087900 0.85 0.001 | STN7 STT7 homolog STN7

Glyma.09G062800 0.88 0.000 | GNC GATA type zinc finger transcription factor family protein
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Glyma.08G274400 0.90 0.000 | STM serine transhydroxymethyltransferase 1
Glyma.18G150000 0.96 0.000 | STM serine transhydroxymethyltransferase 1
Glyma.15G043600 0.98 0.000 | JK224,NPH1,PHOT1,RPT1 phototropin 1
Glyma.17G055200 0.99 0.004 | GNC GATA type zinc finger transcription factor family protein
Glyma.02G073900 1.19 0.001 | GATA transcription factor 4
Glyma.04G190900 1.64 0.013 | BT2 BTB and TAZ domain protein 2
G0:0008219 cell death
ID log2FC padj Description
Glyma.14G081300 -4.08 0.000 | PLP2 phospholipase A 2A
Glyma.16G080100 -1.26 0.000 | MLO1 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.14G098000 -1.25 0.003 | GPA1 G protein alpha subunit 1
Glyma.04G056600 -1.13 0.015 | GPA1 G protein alpha subunit 1
Glyma.16G111900 -1.12 0.001 | MLOS8 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.20G178800 -0.86 0.035 | MLOG6 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.09G010000 -0.73 0.000 | Fumarylacetoacetase, putative
Glyma.09G196800 -0.66 0.027 | MLO8 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.12G159600 -0.27 0.045 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.14G040800 -0.25 0.027 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.13G145100 0.28 0.004 | PIR2 NRAMP metal ion transporter family protein
Glyma.11G087500 0.41 0.022 | MLO8 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.03G 118800 0.42 0.019 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.01G157500 0.42 0.019 | MLO8 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.20G229500 0.44 0.000 | EDR1 Protein kinase superfamily protein
Glyma.07G205500 0.58 0.000 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.12G082100 059 0.008 (Fj’OAnC])aI;‘heophorbide a oxygenase family protein with Rieske [2Fe-2S]
Glyma.08G074500 0.59 0.005 | SERKS3 BRI1-associated receptor kinase
Glyma.17G261700 0.59 0.000 | CAT2 catalase 2
Glyma.03G168700 0.67 0.000 | PAR2 GroES-like zinc-binding dehydrogenase family protein
Glyma.06G017900 0.69 0.001 | CAT2 catalase 2
Glyma.04G002400 0.76 0.000 | MLO1 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.11G192300 0.82 0.000 Sgrgal;]heophorbide a oxygenase family protein with Rieske [2Fe-2S]
Glyma.20G125200 0.89 0.016 | RPI2 ribose-5-phosphate isomerase 2
Glyma.04G017500 0.93 0.000 | CAT2 catalase 2
Glyma.10G212300 1.24 0.000 | MLOG6 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.12G070600 1.95 0.000 | MLO6 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.03G179200 3.1 0.000 | MLOS3 Seven transmembrane MLO family protein
Glyma.19G179900 4.36 0.000 | MLOS3 Seven transmembrane MLO family protein
G0:0009611 response to wounding
ID log2FC padj Description
Glyma.08G235400 -6.88 0.000 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
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Glyma.06G220800 -6.44 0.000 ATBCB,BCB,SAG14 blue-copper-binding protein

Glyma.10G 184600 -5.95 0.000 Serine protease inhibitor, potato inhibitor I-type family protein
Glyma.07G034900 -5.87 0.000 ATLOX1,LOX1 lipoxygenase 1

Glyma.20G205800 -5.77 0.000 | Serine protease inhibitor, potato inhibitor I-type family protein
Glyma.10G184700 -5.17 0.000 Serine protease inhibitor, potato inhibitor I-type family protein
Glyma.04G035000 -4.65 0.000 | AOS,CYP74A,DDE2 allene oxide synthase

Glyma.15G223900 -4.34 0.000 | ATOPR2,0PR2 12-oxophytodienoate reductase 2
Glyma.08G342100 -4.20 0.002 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1

Glyma.08G341700 -3.36 0.000 | ATKTIM,KTIM kunitz trypsin inhibitor 1

Glyma.08G341800 -3.36 0.001 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1

Glyma.14G103100 -3.34 0.000 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.13G030300 -3.04 0.000 | ATLOX2,LOX2 lipoxygenase 2

Glyma.08G189600 -2.99 0.000 | ATLOX1,LOX1 lipoxygenase 1

Glyma.09G126200 -2.81 0.015 | ATCHIA,CHIA chitinase A

Glyma.14G 102900 -2.70 0.001 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.03G160200 -2.70 0.021 | CYP94B1 cytochrome P450, family 94, subfamily B, polypeptide 1
Glyma.08G341600 -2.62 0.000 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1

Glyma.13G346700 -2.56 0.000 | ATCHITIV,ATEP3,CHIV,EP3 homolog of carrot EP3-3 chitinase
Glyma.08G342300 -2.52 0.031 | ATKTIM,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1

Glyma.13G370100 -2.50 0.000 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.13G 186200 -2.42 0.029 | ATOPR2,0PR2 12-oxophytodienoate reductase 2
Glyma.20G036100 -2.39 0.012 | ATRNS1,RNS1 ribonuclease 1

Glyma.08G003900 -2.37 0.014 | ATDGK2,DGK2 diacylglycerol kinase 2

Glyma.01G228700 -2.08 0.005 | TT4 Chalcone and stilbene synthase family protein
Glyma.16G173000 -2.03 0.002 | ATCHIA,CHIA chitinase A

Glyma.08G109500 -2.01 0.046 | ATCHS,CHS,TT4 Chalcone and stilbene synthase family protein
Glyma.10G005300 -1.88 0.002 | ATPTR3,PTRS3 peptide transporter 3

Glyma.17G 126400 -1.82 0.000 | ATBT2,BT2 BTB and TAZ domain protein 2

Glyma.08G218600 -1.66 0.009 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.06G061900 -1.63 0.019 | WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40

Glyma.11G124500 -1.55 0.004 | ATCHITIV,ATEP3,CHIV,EP3 homolog of carrot EP3-3 chitinase
Glyma.11G197500 -1.51 0.016 | PLAT/LH2 domain-containing lipoxygenase family protein
Glyma.16G020200 -1.51 0.025 | CIPK9,PKS6,SnRK3.12 CBL-interacting protein kinase 9
Glyma.20G054000 -1.41 0.000 | ATLOX2,LOX2 lipoxygenase 2

Glyma.03G260200 -1.39 0.000 | CIPK9,PKS6,SnRK3.12 CBL-interacting protein kinase 9
Glyma.13G347800 -1.36 0.043 | ATLOX1,LOX1 lipoxygenase 1

Glyma.07G196800 -1.34 0.042 | LOXS3 lipoxygenase 3

Glyma.13G043500 130 0.006 Qr%?eci%n1:,1ATWBC1 1,COF1,DSO,WBC11 white-brown complex homolog
Glyma.08G018000 124 0.024 éO\CS6,ATACS6 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (acc) synthase
Glyma.15G026400 -1.21 0.033 | ATLOX1,LOX1 lipoxygenase 1

Glyma.06G 157400 417 0.021 ANACO002,ATAF1 NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional

regulator superfamily protein
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Glyma.04G007700 -1.13 0.000 | SPEZ2 arginine decarboxylase 2

Glyma.07G059000 -1.10 0.000 | Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferases superfamily protein
Glyma.13G239000 -1.06 0.004 | LOX3 lipoxygenase 3

Glyma.18G118100 -1.05 0.000 | SQE1,XF1 FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein
Glyma.16G088000 -0.99 0.000 | ATFKBP62,FKBP62,ROF1 rotamase FKBP 1

Glyma.19G009100 -0.99 0.010 | FDH formate dehydrogenase

Glyma.08G197300 -0.98 0.008 | IAR3,JR3 peptidase M20/M25/M40 family protein
Glyma.11G122700 -0.94 0.006 | AOS,CYP74A,DDE2 allene oxide synthase

Glyma.13G088100 -0.90 0.001 | RAP2.4 related to AP2 4

Glyma.09G 160000 -0.90 0.000 /F;\E)%(i;nquTWBm1,COF1,DSO,WBC11 white-brown complex homolog
Glyma.14G171500 -0.88 0.013 | RAP2.4 related to AP2 4

Glyma.03G086200 -0.69 0.013 | FKBP62,ROF1 rotamase FKBP 1

Glyma.20G 136300 -0.67 0.001 | Inositol 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase family protein
Glyma.11G035200 -0.66 0.000 | ACX1,ATACX1 acyl-CoA oxidase 1

Glyma.09G070500 -0.59 0.000 | ATSSL4,SSL4 strictosidine synthase-like 4

Glyma.09G044500 -0.49 0.006 | ATMRP4,EST3,MRP4 multidrug resistance-associated protein 4
Glyma.20G077000 -0.49 0.000 | KAT2,PED1,PKT3 peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3
Glyma.16G111700 -0.47 0.020 | ATGLR3.6,GLR3.6 glutamate receptor 3.6

Glyma.06G016000 -0.44 0.044 | GLR3.3 glutamate receptor 3.3

Glyma.01G096600 -0.40 0.046 | ZBF1 Basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding family protein
Glyma.08G346700 -0.36 0.030 | ATFKBP62,FKBP62,ROF1 rotamase FKBP 1

Glyma.01G202600 0.18 0.027 | UPF1 RNA helicase, putative

Glyma.17G022300 0.19 0.045 (SZUI-Fl)Fe{’;’afaSnTIB E;Lot:%contammg nucleoside triphosphate hydrolases
Glyma.09G087900 0.22 0.009 | Binding;RNA binding

Glyma.06G072200 0.31 0.002 IagrﬁéﬁONZ LisH dimerisation motif, WD40/YVTN repeat-like-containing
Glyma.18G269500 0.32 0.004 ;F;'iFISIRCW ,RPP8 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)
Glyma.15G 194000 0.33 0.020 | Binding;RNA binding

Glyma.13G352400 0.34 0.024 | IAR3,JR3 peptidase M20/M25/M40 family protein
Glyma.02G297400 0.36 0.023 | WRKY20 WRKY family transcription factor family protein
Glyma.11G012000 0.39 0.009 | AT-RSH3,ATRSH3,RSH3 RELA/SPOT homolog 3
Glyma.03G167900 0.40 0.021 | Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferases superfamily protein
Glyma.07G180100 0.40 0.045 | KAT2,PED1,PKT3 peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3
Glyma.13G084100 0.43 0.005 | ARAKIN,ATMEKK1,MAPKKK8,MEKK1 MAPK/ERK kinase kinase1
Glyma.08G271900 043 0.004 ﬁ)‘ll'_ll\ﬁ\l_(i():ZD,\\J&ILi}lg;gl\/}l;(ﬁﬁyi?{iﬁﬁm ,ZBF1 Basic helix-loop-helix
Glyma.18G171100 0.45 0.000 | LUH LEUNIG_homolog

Glyma.06G089800 0.47 0.002 | Inositol 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase family protein
Glyma.05G123200 0.48 0.024 | ARAKIN,ATMEKK1,MAPKKK8,MEKK1 MAPK/ERK kinase kinase1
Glyma.08G078200 0.51 0.005 | ARAKIN,ATMEKK1,MAPKKK8,MEKK1 MAPK/ERK kinase kinase1
Glyma.04G088000 0.52 0.010 | Inositol 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase family protein
Glyma.03G216400 0.52 0.027 | RSH1 RELA/SPOT homolog 1

Glyma.19G227700 0.55 0.041 | CRB,CSP41B chloroplast RNA binding
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Glyma.07G057900 0.59 0.003 | FIN219,JAR1 Auxin-responsive GH3 family protein
Glyma.08G354500 0.60 0.000 | LUH LEUNIG_homolog

Glyma.12G099500 0.61 0.004 | ATGLR3.4,GLR3.4,GLURS glutamate receptor 3.4
Glyma.11G130200 0.62 0.000 | ATLOX2,LOX2 lipoxygenase 2

Glyma.09G191300 0.63 0.015 | ATPERK1,PERK1 proline extensin-like receptor kinase 1
Glyma.19G210700 0.63 0.021 | ATMRP4,EST3,MRP4 multidrug resistance-associated protein 4
Glyma.19G212900 0.63 0.007 | AT-RSH1,ATRSH1,RSH1 RELA/SPOT homolog 1
Glyma.04G249000 0.65 0.001 gh;ﬁg?gi/:;’gl;ml:?grg?;:\pical Meristem) domain transcriptional
Glyma.14G152700 0.67 0.000 féhéﬁl(;?OOrZS,ﬁ\geA;;ml\illcgrgT;:\p|caI Meristem) domain transcriptional
Glyma.11G087100 0.71 0.000 | ATGLR3.6,GLR3.6 glutamate receptor 3.6

Glyma.10G019000 0.71 0.042 | ATMRP4,EST3,MRP4 multidrug resistance-associated protein 4
Glyma.15G128000 0.72 0.005 | Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferases superfamily protein
Glyma.20G 164900 0.73 0.010 | ATCHIA,CHIA chitinase A

Glyma.03G230000 0.78 0.019 | CSP41B chloroplast RNA binding

Glyma.16G026900 0.79 0.001 | FIN219,JAR1 Auxin-responsive GH3 family protein
Glyma.01G235600 0.85 0.011 | OPR2 12-oxophytodienoate reductase 2

Glyma.12G054700 0.85 0.000 | ATLOX2,LOX2 lipoxygenase 2

Glyma.07G013300 0.86 0.002 | IAR3,JR3 peptidase M20/M25/M40 family protein
Glyma.11G085100 0.91 0.000 | RHD4 Phosphoinositide phosphatase family protein
Glyma.16G008700 0.92 0.000 | LOXS3 lipoxygenase 3

Glyma.13G095600 0.93 0.001 | 4CL2,AT4CL2 4-coumarate:CoA ligase 2

Glyma.u025000 0.99 0.004 | AtPSKR2,PSKR2 phytosylfokine-alpha receptor 2
Glyma.06G305000 1.01 0.000 | ATGLR3.4,GLR3.4,GLURS3 glutamate receptor 3.4
Glyma.10G255000 1.04 0.000 | Inositol 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase family protein
Glyma.20G206300 1.11 0.000 | ATPTR3,PTRS3 peptide transporter 3

Glyma.10G183900 1.12 0.000 ATPTR3,PTR3 peptide transporter 3

Glyma.14G223600 1.16 0.000 | ATOPR1,0PR1 12-oxophytodienoate reductase 1
Glyma.13G361200 1.22 0.002 | AXRS3,IAA17 AUXI/IAA transcriptional regulator family protein
Glyma.11G239200 1.53 0.001 | RAP2.4 related to AP2 4

Glyma.11G130300 1.56 0.000 | ATLOX2,LOX2 lipoxygenase 2

Glyma.19G263300 1.56 0.004 | LOX3 lipoxygenase 3

Glyma.04G190900 1.64 0.013 | ATBT2,BT2 BTB and TAZ domain protein 2

Glyma.07G162900 1.67 0.009 | AOS,CYP74A,DDE2 allene oxide synthase

Glyma.18G132000 1.69 0.000 | IAR3,JR3 peptidase M20/M25/M40 family protein
Glyma.15G074300 1.70 0.000 | PLAT/LH2 domain-containing lipoxygenase family protein
Glyma.10G153900 2.21 0.000 | ATLOX1,LOX1 lipoxygenase 1

Glyma.14G092800 2.31 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
Glyma.01G 193300 3.24 0.000 | BT4 BTB and TAZ domain protein 4

Glyma.17G230700 3.25 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
Glyma.14G072300 3.48 0.000 JMT jasmonic acid carboxyl methyltransferase

G0:0009723 response to ethylene
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ID log2FC padj Description
Glyma.07G033500 -5.22 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.15G012000 -5.12 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.03G247500 -3.25 0.000 | HEL,PR-4,PR4 pathogenesis-related 4
Glyma.03G168000 -2.61 0.005 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.06G247100 -1.89 0.000 | PORA protochlorophyllide oxidoreductase A
Glyma.06G317500 -1.78 0.000 | ATPHB3,PHB3 prohibitin 3
Gyma 076130400 | 170 | 0000 | g i sesponsive factor AUX IAArelted
Glyma.04G147000 -1.66 0.003 | EBF1,FBL6 EIN3-binding F box protein 1
Glyma.19G245400 -1.49 0.000 | HEL,PR-4,PR4 pathogenesis-related 4
Glyma.13G361900 -1.45 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.02G122000 -1.39 0.006 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.08G018000 -1.24 0.024 | ACS6,ATACS6 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (acc) synthase 6
Glyma.05G021100 417 0.042 /(;\)'(I}(F;aBs(gl-‘l)rI:O,tAe\;lr']Rl?OHF,RBOH F,RBOHAP108,RBOHF respiratory burst
Glyma.09G209900 -1.12 0.001 | XLG3 extra-large GTP-binding protein 3
Glyma.08G018900 105 0.025 ﬁ;dR:SzI;rE},:\;REOHF,RBOH F,RBOHAP108,RBOHF respiratory burst
Glyma.13G166200 -0.96 0.002 | EBF1,FBL6 EIN3-binding F box protein 1
Gyma 00672200 | 051 | 0007 | ARTTo IR ARZS ST NPT Tl s
Glyma.16G119000 -0.72 0.000 | SSL5,YLS2 Calcium-dependent phosphotriesterase superfamily protein
Giyma016002100 | 068 | 0001 | it responsive foclor AUXIAATelted
Glyma.03G191000 0.25 0.049 | AtCTR1,CTR1,SIS1 Protein kinase superfamily protein
Glyma.13G145100 0.28 0.004 ﬁ;’il:géfg%ﬁ;fﬁﬁg?3,0RE2,0RE3,PIR2 NRAMP metal ion
Glyma.09G002600 0.30 0.030 QtEeT|Z:H$|?n1é§Z§éE:R1 Signal transduction histidine kinase, hybrid-
Glyma.14G031700 0.32 0.028 | transducin family protein / WD-40 repeat family protein
Glyma.08G240800 0.37 0.001 | WRKY4 WRKY DNA-binding protein 4
Glyma.01G147800 0.42 0.000 | EDR2 ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2
Glyma.03G041600 0.43 0.001 | ATSCAR2,DIS3,ITB1,SCAR2,WAVE4 SCAR homolog 2
Glyma.20G229500 0.44 0.000 ATEDR1,EDR1 Protein kinase superfamily protein
Glyma.14G116800 0.45 0.024 | EBF1,FBL6 EIN3-binding F box protein 1
Glyma.19G242400 0.45 0.002 | AIN1,ATXRN4,EIN5,XRN4 exoribonuclease 4
Glyma.15G 158300 047 0.006 thgﬁzggl;‘l;p(;orﬁggrA?é)):;t;n(%ﬁ'm?se / responsive-to-antagonist 1 /
Glyma.02G085900 0.49 0.006 ARR2,RR2 response regulator 2
Glyma.18G270700 0.51 0.027 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.18G270600 0.54 0.003 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.13G151100 0.55 0.004 | AtCTR1,CTR1,SIS1 Protein kinase superfamily protein
Glyma.06G068400 0.56 0.000 | EBF1,FBL6 EIN3-binding F box protein 1
Glyma.05G 106000 0.57 0.003 gﬁgﬁgiﬁ&?ﬁ?ﬁ{;ﬁpS’TRBz Homeodomain-like/winged-helix DNA-
Glyma.14G218000 0.58 0.000 | AtXRN3,XRN3 5\'-3\" exoribonuclease 3
Glyma.07G243300 0.60 0.005 | ARR2,RR2 response regulator 2
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ARF7,BIP,IAA21,1AA23,1AA25,MSG1,NPH4,TIR5 Transcriptional factor

Glyma.08G027800 0.60 0.025 B3 family protein / auxin-responsive factor AUX/IAA-related
Glyma.18G270900 0.62 0.001 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.10G017600 0.62 0.041 | AtLEA5,SAG21 senescence-associated gene 21
Glyma.08G248900 0.63 0.001 FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.01G128700 0.63 0.000 | ATSCAR2,DIS3,ITB1,SCAR2,WAVE4 SCAR homolog 2
Glyma.10G066000 0.63 0.000 | AtCTR1,CTR1,SIS1 Protein kinase superfamily protein
Glyma.18G271200 0.63 0.016 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.11G020700 0.69 0015 /(;\)'(I;?::;I:);Q;REOHF,RBOH F,RBOHAP108,RBOHF respiratory burst
Glyma.18G269900 0.70 0.003 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.13G362000 0.73 0.001 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.18G270800 0.73 0.004 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.09G212100 0.73 0.000 | EDR2 ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2
Glyma.02G017100 0.73 0.014 | AtLEAS5,SAG21 senescence-associated gene 21
Glyma.18G271000 0.76 0.003 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.18G270100 0.86 0.001 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Gyma 056221300 | 087 | 0000 | gl i sesponsiv factor AUX/AAelted
Glyma.14G127800 0.97 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.13G053700 1.25 0.000 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.03G168200 1.27 0.009 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.01G222700 161 0.000 éﬁ)\(deR;Izgl‘;ircl):t,;:IT:BOHF,RBOH F,RBOHAP108,RBOHF respiratory burst
Glyma.02G196000 1.62 0.000 | FER Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Glyma.18G209100 1.75 0.000 | ATSCAR2,DIS3,ITB1,SCAR2,WAVE4 SCAR homolog 2
Glyma.14G092800 2.31 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
Glyma.17G230700 3.25 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
G0:0009751 response to salicylic acid

ID log2FC padj Description
Glyma.08G235400 -6.88 0.000 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.07G033500 -5.22 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.15G012000 -5.12 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.08G342100 -4.20 0.002 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.08G341700 -3.36 0.000 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.08G341800 -3.36 0.001 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.14G103100 -3.34 0.000 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.05G161600 -3.30 0.000 | ATGSTU7,GST25,GSTU7 glutathione S-transferase tau 7
Glyma.18G273200 3.8 0.000 SDul\gFe{gaZ";(;);o’)g;rlgtt:irr]ate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
Glyma.18G 185400 -3.02 0.001 | RLK receptor lectin kinase
Glyma.14G102900 -2.70 0.001 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.08G341600 -2.62 0.000 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.03G168000 -2.61 0.005 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.08G342300 -2.52 0.031 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
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Glyma.13G370100 -2.50 0.000 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.04G238300 -2.41 0.002 | ATWRKY30,WRKY30 WRKY DNA-binding protein 30
Glyma.08G118700 -2.31 0.004 | ATGSTU7,GST25,GSTU7 glutathione S-transferase tau 7
Glyma.10G005300 -1.88 0.002 | ATPTR3,PTRS3 peptide transporter 3
Glyma.17G126400 -1.82 0.000 | ATBT2,BT2 BTB and TAZ domain protein 2
Glyma.08G118900 -1.82 0.018 ATGSTU7,GST25,GSTU7 glutathione S-transferase tau 7
Glyma.08G218600 -1.66 0.009 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.06G061900 -1.63 0.019 | ATWRKY40,WRKY40 WRKY DNA-binding protein 40
Glyma.07G 140000 -1.49 0.014 | ATGSTU7,GST25,GSTU7 glutathione S-transferase tau 7
Glyma.13G361900 -1.45 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.18G294400 -1.38 0.029 | CRK5,RLK6 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 5
Glyma.11G228100 -1.34 0.042 | ATHSPRO2,HSPRO?2 ortholog of sugar beet HS1 PRO-1 2
Glyma.07G140200 -0.93 0.013 | ATGSTU7,GST25,GSTU7 glutathione S-transferase tau 7
Glyma.08G330300 073 0.001 ?Sp(é?fﬁ;’iilA;cl;lteFi’r?lynucleotldyl transferase, ribonuclease H-like
Glyma.16G119000 -0.72 0.000 | SSL5,YLS2 Calcium-dependent phosphotriesterase superfamily protein
Glyma.17G091500 -0.72 0.002 | RDR2,SMD1 RNA-dependent RNA polymerase 2
EBS1,PSL2,UGGT UDP-glucose:glycoprotein
Glyma.05G168600 -0.60 0.037 | glucosyltransferases;transferases, transferring hexosyl
groups;transferases, transferring glycosyl groups
EBS1,PSL2,UGGT UDP-glucose:glycoprotein
Glyma.08G187500 -0.44 0.001 | glucosyltransferases;transferases, transferring hexosyl
groups;transferases, transferring glycosyl groups
Glyma.18G269500 0.32 0.004 ]Ic-;f{n'li'l,yRCW ,RPP8 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)
Glyma.08G240800 0.37 0.001 | WRKY4 WRKY DNA-binding protein 4
Glyma.01G147800 0.42 0.000 | EDR2 ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2
Glyma.05G 106000 0.57 0.003 gﬁgﬁ:iﬁ&ﬁ%{;ﬁp&mw Homeodomain-like/winged-helix DNA-
Glyma.06G128100 0.65 0.000 i;gi(eoiglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily
Glyma.03G081900 0.70 0.013 g?iié';l:g:;?:LATPHAN,MYBm myb-like HTH transcriptional regulator
Glyma.13G362000 0.73 0.001 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.09G212100 0.73 0.000 | EDR2 ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2
Glyma.02G086100 0.87 0.000 | ATRDRP1,RDR1 RNA-dependent RNA polymerase 1
Glyma.14G127800 0.97 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.03G261600 1.02 0.003 ﬁ;g;(;iglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily
Glyma.20G206300 1.11 0.000 | ATPTR3,PTR3 peptide transporter 3
Glyma.10G183900 1.12 0.000 | ATPTR3,PTR3 peptide transporter 3
Glyma.14G223600 1.16 0.000 | ATOPR1,0PR1 12-oxophytodienoate reductase 1
Glyma.03G 168200 1.27 0.009 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.04G209700 1.43 0.000 | ATPADA4,PAD4 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
Glyma.16G111800 1.52 0.000 | ATIRE1-2,IRE1-2,IRE1A Endoribonuclease/protein kinase IRE1-like
Glyma.06G 137000 153 0.001 sDul\gzgaZr:;);oF?rlgtt:i?te (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
Glyma.04G190900 1.64 0.013 | ATBT2,BT2 BTB and TAZ domain protein 2
Glyma.06G 156300 1.83 0.000 | ATPAD4,PAD4 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

55




2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily

Glyma.14G 178500 1.98 0.000 protein
Glyma.14G092800 2.31 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
Glyma.01G193300 3.24 0.000 | ATBT4,BT4 BTB and TAZ domain protein 4
Glyma.17G230700 3.25 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
G0:0009835 fruit ripening
ID log2FC padj Description
Glyma.02G268000 1.36 0.000 | ACO4,EAT1,EFE ethylene-forming enzyme
Glyma.02G268200 -2.43 0.043 | ACO4,EAT1,EFE ethylene-forming enzyme
Glyma.04G097900 -3.29 0.002 | MATE efflux family protein
Glyma.07G229100 -1.54 0.003 | ANACO029,ATNAP,NAP NAC-like, activated by AP3/PI
Glyma.08G018000 -1.24 0.024 | ACS6,ATACS6 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (acc) synthase 6
Glyma.17G009800 -2.92 0.001 | ACO4,EAT1,EFE ethylene-forming enzyme
Glyma.17G247400 -2.22 0.005 | MATE efflux family protein
GO0:0010150 leaf senescence
ID log2FC padj Description
Glyma.08G092800 -3.96 0.000 | ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1
Glyma.08G 180600 -2.29 0.030 | ALD1 AGD2-like defense response protein 1
Glyma.02G244000 -2.25 0.030 | ATGLN1;1,ATGSR1,GLN1;1,GSR 1 glutamine synthase clone R1
Glyma.16G031900 -2.17 0.004 | AtWRKY22,WRKY22 WRKY family transcription factor
Glyma.01G056100 -1.99 0.001 | ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1
Glyma.07G229100 -1.54 0.003 | ANAC029,ATNAP,NAP NAC-like, activated by AP3/PI
Glyma.01G068200 -1.31 0.006 | ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1
Glyma.08G049000 126 0.000 GI:;(:(){,/—:)‘I;&Z?,CRE1,WOL,WOL1 CHASE domain containing histidine
Glyma.02G124700 -0.97 0.049 | ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1
Glyma.17G073800 -0.92 0.021 | Cytosol aminopeptidase family protein
Glyma.03G165500 -0.62 0.030 | ATPSAT1,PSAT1 phospholipid sterol acyl transferase 1
Glyma.04G080700 -0.58 0.001 | ASP3,YLS4 aspartate aminotransferase 3
Glyma.01G142300 -0.39 0.020 | DHHC-type zinc finger family protein
Glyma.18G220400 -0.38 0.018 | DHHC-type zinc finger family protein
Glyma.02G204000 -0.33 0.021 | Cytosol aminopeptidase family protein
Glyma.12G159600 -0.27 0.045 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.14G040800 -0.25 0.027 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.13G060400 0.20 0.037 | AKIN10,KIN10,SNRK1.1 SNF1 kinase homolog 10
Glyma.12G164100 0.21 0.019 | ARF1 auxin response factor 1
Glyma.07G211600 0.28 0.035 | ATATG2,ATG2 autophagy 2
Glyma.13G145100 0.28 0.004 ﬁ;’fslglsﬁgrgkﬁ;h‘lﬁﬁg?3,0RE2,0RE3,PIR2 NRAMP metal ion
Glyma.17G008400 0.30 0.037 | UPL5 ubiquitin protein ligase 5
Glyma.02G133400 0.32 0.024 | ATATG2,ATG2 autophagy 2
Glyma.11G012000 0.39 0.009 | AT-RSH3,ATRSH3,RSH3 RELA/SPOT homolog 3
Glyma.07G265600 0.39 0.037 | UPLS5 ubiquitin protein ligase 5
Glyma.16G015700 0.40 0.038 | ORMDL family protein
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Glyma.03G118800 0.42 0.019 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.16G008900 0.45 0.000 | Subtilase family protein
Glyma.02G085900 0.49 0.006 | ARR2,RR2 response regulator 2
Glyma.02G046900 0.49 0.000 | ATMCB1,MBP1,MCB1,RPN10 regulatory particle non-ATPase 10
Glyma.03G216400 0.52 0.027 | AT-RSH1,ATRSH1,RSH1 RELA/SPOT homolog 1
Glyma.07G205500 0.58 0.000 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein
Glyma.02G249600 0.60 0.005 | RCA rubisco activase
Glyma.07G243300 0.60 0.005 | ARR2,RR2 response regulator 2
Glyma.10G017600 0.62 0.041 | AtLEA5,SAG21 senescence-associated gene 21
Glyma.19G212900 0.63 0.007 | AT-RSH1,ATRSH1,RSH1 RELA/SPOT homolog 1
Glyma.07G040100 0.63 0.000 | Subtilase family protein
Glyma.06G 128100 0.65 0.000 ﬁ;gi(eoiglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily
Glyma.05G 137500 0.66 0.026 | ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1
Glyma.02G017100 0.73 0.014 | AtLEA5,SAG21 senescence-associated gene 21
Glyma.11G215500 0.78 0.020 | ATGLN1;1,ATGSR1,GLN1;1,GSR 1 glutamine synthase clone R1
Glyma.07G051600 0.82 0.000 | ATCRKS3,CRK3 CDPK-related kinase 3
Glyma.14G067000 0.86 0.000 RCA rubisco activase
Glyma.16G008400 0.94 0.000 | AT-RSH3,ATRSH3,RSH3 RELA/SPOT homolog 3
Glyma.03G261600 1.02 0.003 ﬁ;gi(;glutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily
Glyma.18G260000 1.08 0.024 | NRT1.5 nitrate transporter 1.5
Glyma.11G221000 1.09 0.001 | RCA rubisco activase
Glyma.04G140100 1.1 0.000 | ATPUB44,PUB44,SAUL1 senescence-associated E3 ubiquitin ligase 1
Glyma.14G223600 1.16 0.000 | ATOPR1,0PR1 12-oxophytodienoate reductase 1
Glyma.07G039600 1.18 0.000 | AT-RSH3,ATRSH3,RSH3 RELA/SPOT homolog 3
Glyma.05G070600 1.19 0.000 | NRT1.5 nitrate transporter 1.5
Glyma.16G051800 1.19 0.004 | ANACO083,NACO083,VNI2 NAC domain containing protein 83
Glyma.18G036400 1.20 0.001 | RCA rubisco activase
Glyma.04G209700 1.43 0.000 | ATPADA4,PAD4 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
Glyma.17G153300 1.47 0.000 | NRT1.5 nitrate transporter 1.5
Glyma.15G240600 1.50 0.000 | ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1
Glyma.06G 156300 1.83 0.000 | ATPAD4,PAD4 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
Glyma.12G040400 1.90 0.000 | ARM repeat superfamily protein
Glyma.14G178500 198 0.000 F2);gz<eoiglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily
Glyma.08G240400 2.30 0.000 | AKIN10,KIN10,SNRK1.1 SNF1 kinase homolog 10
Glyma.14G092800 2.31 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
Glyma.17G230700 3.25 0.000 | GAMMA-VPE,GAMMAVPE gamma vacuolar processing enzyme
Glyma.09G237600 3.32 0.000 | NRT1.5 nitrate transporter 1.5
G0:0012501 programmed cell death

ID log2FC padj Description
Glyma.08G235400 -6.88 0.000 | ATKTI,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.08G342100 -4.20 0.002 | ATKTI,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
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Glyma.16G056300 -4.02 0.000 | ATTSO2,TSO2 Ferritin/ribonucleotide reductase-like family protein
Glyma.08G341700 -3.36 0.000 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.08G341800 -3.36 0.001 ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.08G341600 -2.62 0.000 | ATKTI1,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.08G342300 -2.52 0.031 ATKTIM,KTI1 kunitz trypsin inhibitor 1
Glyma.03G195600 -1.71 0.031 | ATTS0O2,TSO2 Ferritin/ribonucleotide reductase-like family protein
Glyma.18G294400 -1.38 0.029 | CRK5,RLK®6 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 5
Glyma.08G033300 -0.68 0.000 | ATHXK1,GIN2,HXK1 hexokinase 1
Glyma.05G226600 -0.42 0.042 | ATHXK1,GIN2,HXK1 hexokinase 1
Glyma.19G242400 0.45 0.002 | AIN1,ATXRN4,EIN5,XRN4 exoribonuclease 4
Glyma.14G218000 0.58 0.000 | AtXRN3,XRN3 5\'-3\" exoribonuclease 3
G0:1900055 regulation of leaf senescence
ID log2FC padj Description
Glyma.01G 142300 -0.39 0.020 | DHHC-type zinc finger family protein
Glyma.18G220400 -0.38 0.018 | DHHC-type zinc finger family protein
G0:1900056 negative regulation of leaf senescence
ID log2FC padj Description
Glyma.09G065900 -1.44 0.000 | MMP matrix metalloproteinase
Glyma.01G147800 0.42 0.000 | EDR2 ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2
Glyma.09G212100 0.73 0.000 | EDR2 ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2
Glyma.08G294300 0.75 0.009 | Galactosyltransferase family protein
Glyma.08G292300 1.24 0.001 | MMP matrix metalloproteinase
Glyma.18G128600 1.42 0.000 | Galactosyltransferase family protein
Tabela suplementar 3 - Genes envolvidos em estresse hidrico

diferencialmente expressos entre plantas de NAC081 e BR16 aos 20 DAG.

ID log2FC | padj Description
Glyma.07G033500 -5.22 | 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.15G012000 -5.12 | 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.09G147200 -3.47 | 0.004 | CBF4,DREB1D C-repeat-binding factor 4
Glyma.19G227800 -3.33 | 0.000 | AtGolS2,GolS2 galactinol synthase 2
Glyma.13G088700 -2.92 | 0.000 | ANNAT1,ATOXY5,0XY5 annexin 1
Glyma.03G229800 -2.89 | 0.000 | AtGolS2,GolS2 galactinol synthase 2
Glyma.05G208700 -2.76 0.000 | PIP1;4,PIP1E, TMP-C plasma membrane intrinsic protein 1;4
Glyma.03G168000 -2.61 0.005 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.11G230100 -2.46 | 0.000 | ATPLC2,PLC2 phospholipase C 2
Glyma.06G045400 -2.32 | 0.000 | STZ,ZAT10 salt tolerance zinc finger
Glyma.04G044900 -1.97 | 0.004 | STZ,ZAT10 salt tolerance zinc finger
Glyma.03G161300 -1.71 0.000 | ATPARP2,PARP2 poly(ADP-ribose) polymerase 2
Glyma.03G180900 -1.55 | 0.001 | PIP2,PIP2;1,PIP2A plasma membrane intrinsic protein 2A

ATOST1,0ST1,P44,SNRK2-6,SNRK2.6,SRK2E Protein kinase

Glyma.01G204200 -1.46 | 0.010 | superfamily protein
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Glyma.13G361900 -1.45 | 0.000 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.18G027100 -1.44 | 0.001 | ATPLC2,PLC2 phospholipase C 2
Glyma.01G153300 -1.42 | 0.045 | CYP707A1 cytochrome P450, family 707, subfamily A, polypeptide 1
Glyma.12G084700 -1.42 0.000 | HD2C,HDT3 histone deacetylase 2C
Glyma.09G157900 -1.38 | 0.000 | ATCLC-C,CLC-C chloride channel C
Glyma.17G013800 -1.30 | 0.000 | CPK21 calcium-dependent protein kinase 21
Glyma.13G319500 -1.28 | 0.000 | HD2C,HDT3 histone deacetylase 2C
ATOST1,0ST1,P44,SNRK2-6,SNRK2.6,SRK2E Protein kinase
Glyma.11G038800 -1.28 0.000 | superfamily protein
Glyma.14G098000 -1.25 | 0.003 | ATGPA1,GP ALPHA 1,GPA1 G protein alpha subunit 1
Glyma.15G238400 -1.22 | 0.023 | ANNAT4 annexin 4
ATRBOH F,ATRBOHF,RBOH F,RBOHAP108,RBOHF respiratory
Glyma.05G021100 -1.17 | 0.042 | burst oxidase protein F
Glyma.04G056600 -1.13 | 0.015 | ATGPA1,GP ALPHA 1,GPA1 G protein alpha subunit 1
Glyma.02G017200 -1.12 | 0.002 | APP,ATPARP1,PARP1,PP poly(ADP-ribose) polymerase
Glyma.12G181400 -1.11 0.000 | HD2C,HDTS3 histone deacetylase 2C
Glyma.18G118100 -1.05 | 0.000 | SQE1,XF1 FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein
ATRBOH F,ATRBOHF,RBOH F,RBOHAP108,RBOHF respiratory
Glyma.08G018900 -1.05 | 0.025 | burst oxidase protein F
Glyma.02G128400 -1.01 0.046 | DOR F-box and associated interaction domains-containing protein
Glyma.02G046600 1.12 0.000 | AHK1,ATHK1,HK1 histidine kinase 1
Glyma.08G120800 1.12 0.048 | ATTPS1,TPS1 trehalose-6-phosphate synthase
Glyma.03G006600 1.14 0.000 | AtMYB60,MYB60 myb domain protein 60
ATNCED3,NCED3,SIS7,STO1 nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase
Glyma.15G250100 1.27 0.045 | 3
Glyma.03G168200 1.27 0.009 | ABCG40,ATABCG40,ATPDR12,PDR12 pleiotropic drug resistance 12
Glyma.12G132100 1.36 0.014 | ATSYP61,0SM1,SYP61 syntaxin of plants 61
ATNCED3,NCED3,SIS7,STO1 nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase
Glyma.08G176300 1.49 0.016 | 3
Glyma.09G203500 1.54 0.000 | PCK1,PEPCK phosphoenolpyruvate carboxykinase 1
ATRBOH F,ATRBOHF,RBOH F,RBOHAP108,RBOHF respiratory
Glyma.01G222700 1.61 0.000 | burst oxidase protein F
Glyma.04G048500 2.10 0.000 | SQE1,XF1 FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein
Glyma.14G090400 2.59 0.000 | SQE1,XF1 FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein
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Figura suplementar 1 — Confirmacdo das plantas transgénicas. (A)
Diagnostico molecular das linhas transgénicas homozigotas. PCR foi
realizado no DNA total de mudas de plantas transgénicas utilizando os
primers  35AMVF-  CCACTATCCTTCGCAAGAC e NAC6R -
TCTCTCTCTTCCTCTAGTGCTCG, que amplificam um fragmento de 708-bp
de GmNACO081 (transgene) e ndo amplificam a sequéncia genémica (gene
endogeno). (B) Plantas que foram realizadas as coletas para extracdo do
DNA total.

(A) (B)

NAC081.2

(©) (D)

NAC081.2

BRI6E NACBE1.1 NACBL2 NACE13

Figura suplementar 2 — Verificacdo da integridade do RNA total extraido
das plantas de soja. (A) Verificagao da integridade RNA total por eletroforese
em gel de agarose desnaturante 1,2% (p/v) corado com brometo de etideo
1ug/ml extraido das plantas de soja aos 20 DAG apés o tratamento com 1
uma unidade DNase. (B) Plantas de soja aos 20 DAG. (C) Verificacdo da
integridade RNA total por eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,2%
(p/v) corado com brometo de etideo 1ug/ml extraido das plantas de soja aos
80 DAG apos o tratamento com 1 uma unidade DNase. (D) Plantas de soja
aos 80 DAG.
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