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ENGELS, Cibelle. Obtengao e caracterizagao de plantas de soja geneticamente
modificadas com o gene ATDREB2A usando tolerdncia a seca. 2010. 110f.
Dissertacéo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

As plantas estédo expostas a diferentes condicdes ambientais e, entre estas, a seca é um
fator abiotico causador de redugdes de até 50% da produtividade. Nos estados do Sul
do Brasil, a estiagem ocorrida na safra brasileira de 2004/2005, provocou perdas de U$
2,32 bilhdes. Para tentar diminuir os prejuizos, a biotecnologia vem utilizando diversas
técnicas, como a transformacéo genética vegetal para a inser¢cao de genes de interesse
visando a obtencdo de uma cultivar mais tolerante ao déficit hidrico. A familia génica
DREB, genes ABA independentes, sdo classificados como genes responsivos a
estresses abioticos, inclusive a seca. O gene DREBZ2A transcreve um fator de
transcricdo que regula uma cascata de genes responsivos a seca, ao calor, a salinidade
e ao H,0,, e ja foi caracterizado em diversas culturas como soja, milho, arroz e girassol.
No presente estudo o gene AIDREBZ2A, isolado de A. thaliana, foi inserido em soja
(Glycine max L. Merril) via biobalistica, por co-transformagcdo com o gene AHAS, gene
de selecdo que confere resisténcia ao herbicida imazapir. As plantas geradas foram
caracterizadas quanto ao numero de cépias inseridas, estabilidade do transgene e nivel
de expressdo génica, via PCR quantitativo, em condigdes de déficit hidrico. Os
tratamentos de deficiéncia hidrica foram aplicados em dois experimentos: um de
desidratacao celular, em condi¢cbes controladas de temperatura e umidade e outro de
hidroponia, esgotando-se a solugdo nutritiva de caixas plasticas e expondo as raizes
das plantas ao ambiente. Como resultado, setenta e oito plantas positivas e vivas foram
obtidas, com uma eficiéncia de transformacao de 1,19%. Os eventos P 1397 e P 2193
apresentaram aproximadamente de 9 a 17 e 72 a um elevado numero de copias na
geragao Tp, e de 1 a 3 e 2 a 5 cdpias na geragcédo T4, sendo que o evento P 2193
segregou de maneira independente na geracdo T4. Quanto a quantificagao relativa da
expressao génica, o evento P 1397 apresentou resultados significativos no experimento
de desidratagao celular nos tratamentos aplicados de T30 min (142,105 p>0,001) e T90
min (36,96 p>0,038) quando comparados com o TO min. No experimento de hidroponia,
a geracgao T, do evento P 2193, indicou que, quando os tratamentos foram comparados
com o tempo TO min do proprio evento, apenas o T60 min (30,30 p>0,003) das raizes
apresentou expressao do gene mais significativa. Estes resultados sugerem que os
eventos positivos estdo superexpressando o transgene AtDREBZ2A, em condi¢gbes de
estresse por déficit hidrico. Ainda foi possivel observar uma expresséao diferencial entre
os tecidos avaliados, uma vez que, as raizes expressam mais o0 transgene quando
comparadas com as folhas, ambos tecidos submetidos a déficit hidrico por hidroponia
tanto quando foi utilizada a cultivar ndo transgénica BR16 como calibradora quanto o
tempo TO min do evento testado. Os resultados obtidos de quantificagdo e numero de
copias sugerem que o transgene foi inserido com sucesso em local de expressao no
genoma e que nado houve silenciamento. No entanto, novos estudos devem ser
realizados visando a obtencdo de maiores informagdes quanto a um possivel aumento
da tolerancia a condigdes de estresse hidrico, nas plantas de soja GMs obtidas.

Palavras-chave: Tolerancia. AtDREBZ2A. Cascata génica. Déficit hidrico. Gycine
max (L. Merril).
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ABSTRACT

Plants are exposed to different environmental conditions and among them drought is
an abiotic factor that causes reductions of 50% on productivity. In the south states of
Brazil, drought period that occurred in 2004/2005 crop season causes losses of U$
2.32 billion. To reduce damages, biotechnology uses many techniques, such as plant
transformation, to insert interested genes aiming to obtain a soybean cultivar more
tolerant to water deficitt The DREB gene family, ABA independent genes, are
classified as responsive genes to abiotic stresses, including drought. DREBZ2A gene
encodes for a transcription factor that target a cascade gene in response to drought,
heat, salinity and H,O, and has been characterized in many crops such as soybean,
corn, rice and sun flower. In the present work, AtDREB2A gene, isolated from A.
thaliana, was inserted in soybean (Glycine max L. Merril), trough biobalistics, by co-
transformation with AHAS gene, a selection gene that confer resistance to the
herbicide imazapir. The generated plants were characterized to inserted copy
number, transgene stability and gene expression level, using gPCR, in water deficit
conditions. Drought treatments were conducted in two experiments: one imposing
cellular dehydration, in controlled conditions of temperature and humidity and other in
hydroponics system, taking out the roots from the nutrition solution and exposing the
roots to the environmental. As a result, seventy - eight positive and survived plants
were obtained, resulting in a transformation efficiency of 1.19%. P 1397 and P 2193
events presented approximately from 10 to 50 copies in Tp generations and from 2 to
7 and 2 to 8 copies, respectively, in T1 generation, with P 2193 event segregating
independently in T4. The relative quantification of gene expression of P 2193 event,
in the cellular dehydration experiment, showed a differentially gene expression in Ty
and T4 generations, in T30 min and T90 min when compared to control plant, BR16.
The event P 1397 showed significant results in the dehydration experiments, in the
T30 min and T90 min of treatments, when compared to TO min. In the hydroponics
system, the T, generation from the P 2193 event, when treatments were compared to
TO min from it's own event, showed a higher significant expression only at T60 min,
in roots and when compared to control plant in all treatment times, including TO min,
transgene was differentially expressed. These results suggests that positive events
are expressing the AtDREBZ2A transgene, in water deficit conditions and also that
differential gene expression occurred once roots expressed the transgene in higher
levels when compared to expression presented in the leaves. The obtained results
from gene expression quantification and copy number suggest that the transgene
was inserted successfully in an expression site of the genome and that no transgene
silencing occurred. However, new studies should be performed aiming to obtain more
information about a possible increase on water stress tolerance, in the GM soybean
plants obtained.

Keywords: Tolerance. AIDREB2A. Cascade. Water deficit. Over expression.
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1 INTRODUGAO

A soja, Glycine max, € um dos principais produtos da economia
brasileira, movimentando cerca de US$ 50 bilhdes anuais e influenciando diversos
setores da sociedade, principalmente os relacionados aos complexos de producéo,
transporte e comercializagdo (Bonato e Bonato, 1987).

Nosso pais € o segundo maior produtor mundial do grao tendo como
principal mercado consumidor a Europa, que adquire cerca de 75% das exportacdes
brasileiras (Associacdo Nacional de Biosseguranca - ANBIO, 2006). Segundo
estimativas, a exportacdo gerada pelo complexo da soja movimentara 15,011
milhées de ddlares no ano de 2010, sendo a exportacdo do grao responsavel por
10,080, do farelo 3,9, e do 6leo 1,0131 milhdo de ddlares (Associagao Brasileira das
Industrias de Oleos Vegetais — ABIOVE, 2010). Segundo a CONAB (Companhia
Nacional do Abastecimento), dentre as principais culturas brasileiras, a soja foi a que
apresentou o maior crescimento na safra 2009/10, com um aumento de area de
6,7%, aproximadamente 1,47 milhdo ha. Além do aumento na area plantada, o
crescimento de 18,2% ou 10,4 milhées de toneladas na producido deu-se também
em razao das condicdes climaticas favoraveis durante o desenvolvimento da cultura
que permitiram o bom desenvolvimento da cultura e uma produgao resultante de
67,57 milhdes de toneladas (CONAB, 2010).

Apesar dos numeros positivos das ultimas safras, os niveis de
producdo ainda podem ser melhorados. Para a total expressdo do potencial
produtivo da cultura, as condigdes as quais a planta esta submetida devem ser
otimas. Entretanto, nas condi¢des naturais de lavoura, uma série de fatores abioticos
e bidticos, atuando juntos ou isoladamente, fazem com que as condigbes étimas de
cultivo dificilmente sejam atingidas (Bonato, 2000). Com o aquecimento global que
vem modificando o clima mundial nas ultimas décadas, a tendéncia € que evento de
secas e alteragdes na quantidade de chuvas se tornam cada vez mais frequentes
(Stokstad, 2004; Schiermeier, 2006).

Considerando apenas os fatores abiéticos de modo isolado, o déficit
hidrico reduz consideravelmente os rendimentos em lavouras de soja,
especialmente durante a fase reprodutiva, resultando em perdas significativas
(EMBRAPA, 2005). Dentre os eventos de seca que afetaram a sojicultura no pais,

destaca-se a safra de 2003/04 quando a reducdo na produtividade foi de 2,5%
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quando comparada a safra do ano anterior de 123,1 milhdes de toneladas de graos
e ainda a safra 2004/05, quando os estados do sul perderam aproximadamente 25%
da sua produgao, somando U$ 2,32 bilhdes de perdas diretas, e entrando para a
histéria como a pior safra do pais (IBGE, 2009).

Existem varias alternativas para amenizar os problemas decorrentes
da deficiéncia hidrica, como o manejo adequado da lavoura e do solo, utilizando
praticas como o plantio direto que preserva mais agua no solo, assim como o correto
controle de ervas daninhas que competem com a cultura por agua. Outras
estratégias sdo também utilizadas visando a diminuicdo das perdas causadas pelo
déficit hidrico, como o plantio de cultivares estabelecidas para determinadas regides
em épocas recomendadas e o uso da irrigacdo, que apresenta sérios obstaculos,
como o custo, a disponibilidade e a prospeccao de recursos hidricos.

Outra alternativa utilizada para mitigar as perdas de produtividade
causadas pela estiagem € o uso de cultivares tolerantes a seca. Dentro de um
programa de melhoramento genético classico para tolerancia a seca, algumas
dificuldades surgem para o melhorista na selegao de linhagens tolerantes como, por
exemplo, a quantificacdo exata do efeito do estresse (Scott e Fischer, 1993).
Atualmente, a rapida evolugao de técnicas de biotecnologia, como sequenciamentos
em larga escala, RNA sequencing, silenciamento entre outros, possibilitou ndo sé
identificar fisicamente todos os genes envolvidos em uma determinada resposta
fenotipica, como também isolar com precisdo as sequéncias de DNA responsaveis
por determinada caracteristica. Neste contexto, as técnicas de engenharia genética
aliadas as técnicas de transformagao vegetal tém permitido alterar a composigao de
componentes individuais de rotas metabdlicas especificas das plantas no sentido de
aumentar as defesas contra estresses bidticos e abidticos, indo além do que se
consegue através das praticas de melhoramento convencional (Borém, 2004).

Muitos grupos de pesquisa vém trabalhando com diferentes genes
que conferem tolerdncia a seca. Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki (2000),
trabalhando com genes envolvidos na resposta a desidratacdo em Arabidopsis
thaliana, identificaram a presenca de genes da familia DREB (Dehydration
Responsive Element Binding - Elemento de ligagao responsivo a desidratagéo), que
codificam fatores de transcricdo envolvidos nas respostas das plantas a seca, ao
frio, ao calor e a alta salinidade. A pesquisadora Yamaguchi-Shinozaki do JIRCAS

(Japan International Research Center for Agricultural Science) e seu grupo de
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pesquisa desenvolveram construgdes génicas com genes DREB e obtiveram plantas
de tabaco, amendoim entre outras espécies vegetais, mais tolerantes a seca. Este
grupo, em colaboragao cientifica com a EMBRAPA Soja (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Centro Nacional de Pesquisa de Soja), cedeu construcdes
génicas contendo o promotor estresse induzido rd29A e os genes DREB1A elou
DREBZ2A para que cultivares de soja fossem geneticamente modificadas (GMs).
Dessa maneira, apos a inser¢gao da construgao rd29A:AtDREB1A em plantas de soja
foi possivel observar em condigbes controladas de casa de vegetagdao, um aumento
na tolerancia das plantas GMs a seca. Os estudos com o gene DREB1 continuam,
entretanto, novos estudos foram propostos utilizando outro gene da familia DREB, o
gene AtDREBZ2A, que confere tolerancia ao déficit hidrico e também ao calor,
estresse que habitualmente acompanha situagdes de seca.

Neste cenario, a introdugcédo da construgcédo génica rd29A:AtDREB2A
CA (contendo o promotor estresse induzido rd29A e a regidao codante do gene
DREBZ2A de A. thaliana) em soja, pela técnica de biobalistica, podera ser uma
estratégia eficaz na obtengcdo de gendtipos de soja mais tolerantes a seca e ao
calor, uma vez que, a utilizacdo dessa técnica tem grande potencial na introdugao
direta de genes que modificam caracteristicas de interesse agronémico, mantendo
as caracteristicas originais da cultivar e evitando a transferéncia de caracteristicas
deletérias (Pefia et al., 1995).
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OBJETIVO GERAL

Obter plantas de soja geneticamente modificadas com a construgao

génica rd29A:AtDREB2A CA visando desenvolver uma cultivar com maiores niveis

de tolerancia a seca.

2.1

1)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter plantas de soja GMs, por co-transformagéo, através da introducgédo, via
biobalistica, do cassete de expressdo contendo o promotor estresse induzido
rd29A e a regiao codante do gene AIDREBZ2A de Arabidopsis thaliana, e da
construgdo contendo a regido codante do gene ahas, que codifica a enzima
acetohidroxi acido sintetase de A. thaliana modificada (EC2.2.1.6) conferindo
tolerancia ao agente de selegao imazapir;

Avaliar a estabilidade da integragdo do transgene nos eventos positivos gerados
via PCR convencional e analise da segregacao das plantas obtidas em
sucessivas geragoes;

Quantificar os niveis de expressao génica do fator de transcricdo AtDREBZ2A
durante condicbes de estresse hidrico, através da técnica de PCR em tempo real
e,

Quantificar o numero de cépias do cassete inserido rd29A:AtDREB2A CA nos

eventos positivos gerados, através da técnica de PCR em tempo real.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

As plantas estdo expostas a diferentes tipos de estresses
ambientais, e como resposta a estes, os vegetais realizam uma série de
modificagdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, visando aumentar sua
tolerancia ao estresse (Bray, 2004). Dentre estes efeitos abidticos, a seca destaca-
se como a principal responsavel pelas oscilagbes anuais na producgao brasileira de
soja, diminuindo em mais de 50% o rendimento médio da maioria das culturas de
graos (Farias et al., 1995).

A ocorréncia de eventos de seca aumentou muito nas ultimas
décadas, provavelmente associado as mudancgas climaticas decorrentes do
aquecimento global (Stokstad, 2004; Schiermeier, 2006). O relatorio do Painel
Intergovernamental sobre Mudancas do Clima (IPCC — Intergovernmental Painel for
Climate Changes) prevé para os proximos 100 anos, um aumento da temperatura do
planeta entre 1,4°C e 5,8°C, considerando os efeitos naturais e as acodes
antropogénicas sobre o ambiente.

Ainda segundo estudos da Embrapa Informatica Agropecuaria
(CNPTIA) e da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), o aumento da
temperatura média da Terra em até 5,8°C em 100 anos reduzira as areas de cultivo
de café, arroz, feijado, milho e soja praticamente pela metade da area atual plantada.
Para o cultivo da soja, essa redugdo podera alcancar até 1,2 milhdes de km?
(AGENCIA CT, 2005).

Existem algumas alternativas para amenizar os problemas de
deficiéncia hidrica, como o manejo adequado da lavoura e do solo, 0 manuseio de
cultivares recomendadas e o uso da irrigacdo, que apresenta custos elevados e
requer a disponibilidade de recursos hidricos. Outra possibilidade é o
desenvolvimento de cultivares mais adaptadas as condi¢gdes de déficit hidrico; no
entanto, algumas dificuldades surgem para o melhorista na selecdo de linhagens
tolerantes ao estresse, como a quantificacdo do efeito do estresse, ora por falta de
metodologia de avaliagdo, tendo em vista a complexidade dos mecanismos
envolvidos, ora pela instabilidade e intensidade da ocorréncia do fator de estresse
(Beever, 2000).

Entretanto, nas dltimas décadas, com a evolugdo no

desenvolvimento de técnicas de biotecnologia, € possivel ndo somente identificar
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fisicamente todos os genes envolvidos em uma determinada resposta fenotipica,
como também isolar com precisdo as sequéncias de DNA responsaveis por uma
determinada caracteristica. Neste sentido, as técnicas de engenharia genética,
aliadas as técnicas de transformacao vegetal, tém permitido alterar a composi¢ao de
componentes individuais das plantas, no sentido de aumentar as defesas contra
estresses biodticos e abidticos, indo além do que se consegue alcancar através de
praticas de melhoramento convencional (Borém, 2004).

No contexto global, a possibilidade de introduzir caracteristicas de
interesse que possibilitem a solugdo de problemas agrondmicos e que agreguem
valor aos produtos agricolas fez com que muitos paises optassem pela utilizagao de
plantas geneticamente modificadas (PGMs). Em 2009, dos 25 paises que plantam
PGMs, 15 s&o paises em desenvolvimento e 10 industrializados. No topo do ranking
estdo os EUA, com 64 milhdes de hectares plantados, seguido do Brasil, com 21,4
milhdes de hectares semeados, principalmente com soja, milho e algoddo GMs e em
terceiro lugar encontra-se a Argentina, com 21,3 milhdes de hectares (ISAAA, 2009).
Seguindo esta tendéncia, varios grupos de pesquisas nacionais e internacionais tém
trabalhado com o desenvolvimento de estratégias moleculares que visem criar
PGMs capazes, por exemplo, de suportar longos periodos em condigdes de
deficiéncia hidrica, entre outras linhas de pesquisa (Nodari e Guerra, 2001).

E necessario, ainda, para que o preco das sementes no mercado
nas proximas décadas fique equilibrado, a manutengdo da competitividade da soja
brasileira, que depende, primordialmente da capacidade de instituicdes publicas e
privadas brasileiras, em desenvolver variedades comerciais de soja GMs que
atendam as necessidades dos produtores brasileiros e do mercado consumidor.
Essas estratégias devem compreender desde a descoberta, o desenvolvimento e
protecdo intelectual de processos moleculares que visem solucionar problemas
agrondmicos e agregar valor a cultura, até a busca de parceiros internacionais que
tenham interesses comerciais com o Brasil e, que, possuam tecnologias que
favorecam a sojicultura brasileira. Infelizmente, o Brasil ainda investe pouco em
Pesquisa e Desenvolvimento (1,5%) em relagdo ao seu PIB (Produto Interno Bruto),
quando comparado ao investimento feito sobre PIBs de paises desenvolvidos como
os EUA (2,6%), Japéao (3,06%) e Israel (4,73%) (MCT, 2006).
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3.1  RELACOES HIDRICAS DAS PLANTAS

As plantas estdo expostas a diversas variacbes das condigdes
ambientais, que acabam por influenciar no equilibrio do metabolismo celular. Sob
essas condicdes, as plantas perdem o equilibrio entre os processos metabdlicos,
entrando em estresse e consecutivamente gerando respostas especificas ou
multiplas que afetam o organismo como um todo. No principio as mudancas e
respostas nos niveis funcionais sédo reversiveis, porém, se as condigdes indspitas
persistirem essas mudangas podem se tornar permanentes (Larcher, 2000).

De modo geral, as plantas necessitam de agua para realizarem
muitas de suas fungdes vitais, entre elas a fotossintese. Quando a agua disponivel
fica limitada, as plantas diminuem a producao de carboidratos e suas fungdes vitais
ficam debilitadas. Os efeitos da intensa demanda evaporativa da atmosfera podem
ser agravados quando ha um sistema radicular pouco desenvolvido e sem muita
profundidade. A deficiéncia hidrica em plantas também pode ocorrer em ambientes
sem problema de falta de agua, em situacdo em que as plantas sdo submetidas ao
congelamento ou em solos com altas concentragdes salinas ocorrendo o que se
chama de “seca fisioldgica” ocasionado pela perda de agua por parte das células
vegetais. A intensa evaporagao, causada pela demanda evaporativa do ar e os altos
niveis de radiacdo normalmente ocasionam a dessecagdo do solo e tecidos
vegetais. Essa alta evaporacdo somada a baixa precipitacdo resulta na aridez do
solo. Esse estado em que o conteudo de agua do tecido esta abaixo do conteudo
adequado no estado de maior hidratacdo € denominado de déficit hidrico (Larcher,
2000). As plantas podem responder a esses estresses por adaptagdes estruturais,

anatébmicas, morfolégicas, fisioldgicas e bioquimicas.

3.2  MODIFICACOES FISIOLOGICAS E MORFOLOGICAS DESENCADEADAS EM RESPOSTA AO
DEFICIT HIDRICO
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Figura1 - Esquema em plantas de soja (Glycine max, L. Merril) de modificagbes
fisiolodgicas desencadeadas em resposta ao déficit hidrico.
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Fonte: Foto retirada do site http://www.howstuffworks.com/legumes/soybean-info.htm/printable.

Uma adaptagdo observada em plantas encontradas em ambientes
com verdes secos e longos periodos de estiagem, € a produgado de areas foliares
pequenas. As plantas que possuem crescimento inicial acelerado podem produzir
areas foliares maiores e produzirdo sementes apenas as que possuem agua
disponivel. Outra adaptacdo de defesa ao déficit hidrico € a produgdo de uma
espessa cuticula, que é responsavel pela redugdo da transpiragdo cuticular
(Isaacson et al., 2009). Os movimentos foliares também sao considerados uma das
adaptagdes das plantas, pois, diminuem o angulo de incidéncia dos raios solares e
consequentemente reduzem o aquecimento foliar e a perda de agua, que
normalmente acompanha as condigbes de seca (Taiz e Zeiger, 2004) (Figura 01).

Em condigbes de déficit hidrico leve ou moderado, as raizes
continuam a crescer, pois, o direcionamento dos fotoassimilados possibilita que elas
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cresgam em direcao as zonas mais Umidas do solo, diminuindo a quantidade de
raizes superficiais. Esta resposta torna-se um problema quando a planta esta em
estadio reprodutivo porque os assimilados s&o dirigidos também aos frutos,
diminuindo o crescimento das raizes e consequentemente a absor¢édo de agua,
tornando as plantas ainda mais sensiveis durante esta fase (Taiz e Zeiger, 2004)
(Figura 01).

Uma das respostas iniciais contra o déficit hidrico € o fechamento
dos estdbmatos que, reduz a condutancia estomatica, diminuindo a perda de agua e,
limitando a difusdo de CO, para os cloroplastos (Frederick et al., 1989). Ha nessas
situagcdbes um conflito entre a conservagdao da agua pela planta e a taxa de
assimilagdo de CO, para produgédo de carboidratos (Santos e Carlesso, 1998). O
fechamento estomatico, limitando a difusdo de CO, para dentro do cloroplasto
durante a seca, se da em resposta ao aumento de acido abscisico (ABA) (Lima et
al., 2002), que acentua ou prolonga o efeito inicial de fechamento do estdmato. Este
horménio € produzido nas raizes e armazenado nos cloroplasto das folhas de onde
€ liberado para o apoplasto (Hartung et al., 1998) e redistribuido, dependendo da
permeabilidade das membranas, possibilitando ao fluxo de transpiracao transportar
parte dele para as células-guarda do estdbmato. Em condi¢gdes de déficit hidrico a
concentracdo do ABA aumenta na parte aérea quando comparado com a
concentracdo na parte radicular exposta. Esta resposta foi demonstrado em plantas
de Arabidopsis thaliana que expressaram a enzima ABA aldeido oxidase AAO3 que
catalisa o passo final na biossintese de ABA, ao longo da vasculatura da folha,
tecido da epiderme e células-guarda (Seo et al., 2000; Guzman Gonzalez et al.,
2004; Koiwai et al., 2004; Christmann et al., 2005). Assim, apdés a percepg¢do do
déficit hidrico no solo pelas raizes ocorre um acumulo de ABA e sua redistribuigcao
aos tecidos da planta via xilema, sinalizando quimicamente para o fechamento dos
estdbmatos (Liu et al.,, 2005). Ha a indicagdo de que nao somente o ABA, mas
também o pH e a redistribuicdo iGbnica desempenhem um importante papel na
sinalizagao entre as raizes e as partes aéreas do vegetal, em condi¢cbes de seca
(Wilkinson e Davies., 2009) (Figura 01).

O fechamento estomatico contribui para diminuir a perda de agua da
folha para a atmosfera, mas, em contrapartida provoca uma diminuigdo na atividade
fotossintética, pois a limitacdo na assimilacdo de CO, afeta diretamente os

processos fotossintéticos. Assim, quando os estdmatos se fecham no inicio do
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estresse a eficiéncia do uso da agua pode aumentar, mas quando o estresse se
torna mais severo essa eficiéncia diminui porque as células do mesdfilo ficam
desidratadas. Com isso a fotossintese € reduzida e a quantidade de fotoassimilados
também, diminuindo a sua exportacdo das folhas, uma vez que, o transporte do
floema depende do turgor e ainda a redug¢ao do potencial hidrico no floema durante
o estresse hidrico pode diminuir o movimento dos assimilados. Mas a intensidade de
translocagcdo permite as plantas mobilizar e utilizar reservas onde elas s&o
necessarias. Essa capacidade de translocacdo é um fator-chave em quase todos os
aspectos da tolerancia vegetal a deficiéncia hidrica (Belin et al., 2010) (Figura 01).

Ainda, quando as plantas estdo expostas ao déficit hidrico, acentua-
se a producdo do hormébnio etileno que leva a senescéncia foliar e
consequentemente a sua abscisdo, diminuindo também a area foliar total da planta,
outra resposta de defesa ao estresse imposto (Pierik et al., 2007) (Figura 01).

Algumas espécies, em situacbes de déficit hidrico, também
acumulam solutos compativeis, ou osmalitos no citoplasma, para diminuir o potencial
osmotico e, consequentemente, manter o potencial hidrico e o turgor das células
préximo ao nivel 6timo (Nepomuceno et al., 2001). Este ajuste osmaético, uma das
respostas celulares vitais ao déficit hidrico resultante da seca, da salinidade e do
frio, permite a manutengdo do turgor celular e dos processos que dependem deste
turgor, tais como, expansdo e crescimento celular e abertura dos estdbmatos e
fotossintese, além de manter um gradiente de potencial de agua favoravel a
absorgao de agua pelas raizes.

Estes osmdlitos sdo compativeis com as membranas celulares e
proteinas e quando acumulados em altas concentragbes ajustam osmoticamente a
célula. Atuam também como moléculas “redox”, pois, consomem equivalentes
redutores. Essa condicdo na desidratagao € benéfica, uma vez que, a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive oxygen species) aumenta ao se
perturbar as cadeias de transporte de elétrons. Muitos osmdlitos também sao
eficientes removedores de radicais hidroxil contribuindo para a defesa anti oxidagao
(Santos e Da Costa, 2001; Akashi et al., 2001).

O acumulo de ions nos vacuolos em resposta ao ajuste osmotico
acontece para que estes ndo entrem em contato com organelas subcelulares ou
com enzimas do citosol. Este mecanismo resulta no desequilibrio osmético interno

(potencial osmoético interno). Dessa forma, para restabelecer o equilibrio, outros
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solutos passam a ser acumulados no citoplasma. Os solutos inorganicos que
participam do ajuste osmoético sdo principalmente K+ e Cl- ou compostos orgénicos,
os chamados solutos compativeis, como a prolina e a glicina betaina e carboidratos,
como a sacarose e a trehalose, ou ainda os alcdois pinitol, sorbitol e manitol. Estes
solutos, além do ajuste osmotico, também promovem nas plantas, a detoxificagao de
ROS, estabilizando assim as estruturas quaternarias das proteinas (Ruiz - Lozano,
2003; Chinnusamy et al., 2005).

Os mecanismos de acumulo de solutos auxiliam no ajuste osmotico
permitindo a aclimatagdo das plantas, facilitando a manutencédo do turgor e o
alongamento celular, refletindo como um todo, na condutancia estomatica mais alta
sob potenciais hidricos mais baixos. Na desidratacdo moderada, alcangada quando
a deficiéncia hidrica chega a 23% de agua em relagdo ao peso fresco, os
mecanismos de osmoprotecdo induzem uma “hidratacdo preferencial das
membranas e proteinas” para estabiliza-las durante a desidratacdo (Hoekstra et al.,
2001).

Como no ambiente as plantas estdo sob influéncia de diferentes
estresses, Rizhsky et al., (2002) estudaram a combinagao dos estresses de seca e
de alta temperatura e concluiram que, nesse estado, as plantas de tabaco
acumulam altos niveis de sacarose e outros agucares, mas nao acumulam prolina,
como observado em plantas submetidas apenas ao déficit hidrico. Isso porque em
condigdes moderadas de estresse hidrico ha o acumulo de prolina e glicina-betaina
e, a medida que o estresse torna-se acentuado, ha o acumulo de agucares como a
sacarose. Cabe ressaltar também que a prolina observada na combinacdo do
estresse hidrico e térmico pode ser toxica para as células porque provavelmente o
estresse térmico desequilibra a biossintese e a degradacéo de prolina e da enzima
D1-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS, EC 2.7.2.11) (Deuschle et al., 2001; Mani
et al.,, 2002). A degradacédo da prolina ocorre nas mitocondrias e o acumulo de
substancias toxicas altera a atividade mitocondrial. Rizhsky et al. (2002), baseados
nas alteragcdes de transcritos e niveis de metabdlitos, identificaram em tabaco as
rotas de degradacao de amido e a sintese de sacarose durante condi¢des de seca e
alta temperatura, e, concluiram que, durante a combinacido dos dois estresses,
determinados transcritos especificos aos estresses sao expressos nos mesmos
tecidos que estdo expressando os genes do metabolismo dos agucares.

Como consequéncia da desidratagcao, da salinidade, do frio, das
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altas temperaturas, entre outros estresses, as plantas sofrem processos de
desorganizacdo das membranas, aumento da geracdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS), inibicdo de fotossintese e ainda alteragcdo na aquisicdo de nutrientes
(Hasegawa, et al., 2000). A percepgao do sinal de estresse pela planta € mediada
por receptores de membrana, por canais de ions, e receptores como as quinases
(RLK) ou histidina quinases (HK), que fosforilam reversivelmente as proteinas,
refletindo sinergicamente no organismo por ativar grandes e complexas cascatas de
sinais moleculares como a do calcio (CA?"), da inositol fosfatases (InsP), das
espécies reativas ao oxigénio e do ABA. Isso ocorre porque a perda de turgor das
células provoca mudangcas em canais de transporte ativados por pressao,
modificagdes na conformagdo ou na justaposigdo de proteinas sensoriais criticas,
embebidas nas membranas celulares e alteragdes na continuidade entre a parede
celular e a membrana celular. Devido a perda de pressdo da parede, complexos
enzimaticos sao ativados e, iniciam uma cascata de eventos moleculares, levando a
indugdo da expressdo de varias categorias de genes, envolvidos nos mecanismos
de resposta ao déficit hidrico e ativando respostas fisiolégicas e morfoldgicas de
defesa (Nepomuceno et al., 2001).

Uma cascata comum de sinalizagdo celular em eucariotos é
composta pelas mitogen-activated protein kinases (MAPK). O final desta cascata
frequentemente transloca o MAPK para o nucleo, que por sua vez fosforila os fatores
de transcricdo, ativando-os (Triesmann, 1996). Por essa expressao de sinalizagao
de substratos e células-alvo apresentar forte regulagao e devido a sua localizagao,
as suas vias podem mediar a sinalizagdo de um estimulo extracelular e trazer
respostas especificas, podendo também ser ativado em processo de interacdo com
outras quinases e proteinas G (Robinson e Cobb, 1997), que regulam as MAPKs
(Kyriakis e Ayruch, 2001). Outra familia de quinases encontradas em resposta a
desidratagdo, estresse osmoético ou ABA (Bartels e Sunkar, 2005) sdo as
SNF1/AMP, quinases nao fermentadoras de sacarose descobertas em levedura, que
controlam genes relacionados ao metabolismo de carboidratos. Para
contrabalancear a acao destas quinases, as fosfatases modulam a reversibilidade
desse mecanismo fosforegulatorio. Pesquisas em Arabidopsis thaliana indicam que
a fosfatase PP2C age como regulador negativo nos processos bioquimicos
regulados pelo ABA em resposta aos estresses abioticos, podendo ainda induzir a

producao de ROS nas células-guarda dos estébmatos (Murata et al., 2001).
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As modificacbes osmdticas frequentemente alteram a fluidez das
membranas, através de mudangas estruturais na conformacado dos fosfolipidios,
moléculas que também funcionam como mensageiros secundarios e sao formadas
pela acéo de fosfolipases (Munnik e Meijer, 2001). Frank et al., (2000) isolaram dois
cDNAs de fosfolipase D (PLD) expressos em condigdes de déficit hidrico que estao
envolvidos na resposta precoce a desidratacéo, através da produg¢ao de um segundo
mensageiro, o acido fosfatidico, que amplia o sinal apds a percepgéo do estresse.

Outra importante molécula de sinalizacdo envolvida em diversas
fungdes bioldgicas € o dxido nitrico (NO). A aplicagcado exdgena desta molécula e de
seus doadores em plantulas de trigo e em folhas destacadas melhorou a tolerancia
das mesmas ao déficit hidrico (Mata e LaMattina, 2001). Essa tolerancia é
provavelmente devida ao fechamento dos estdmatos, a diminuicdo da taxa de
transpiracdo e da capacidade de induzir a expressao de genes envolvidos na
tolerancia (Wendehenne et al., 2001).

O calcio (Ca) também atua nas respostas aos estimulos
extracelulares e intracelulares como um mensageiro secundario (Snedden e Fromm,
2001). Em condigées de estresse osmoético o aumento do Ca?* citosdlico ativa vias
de sinais de transdugao, descontrole da atividade enzimatica, dos canais ibnicos e
da expressao de genes de resposta (Snedden e Fromm, 2001) para a adaptagao ao
estresse.

Da mesma forma que o Ca®* e demais mensageiros secundarios, o
peréxido de hidrogénio (H,O2) atua na transdugdo de sinais em condicbes de
estresse hidrico, aumentando a quantidade celular de ROS e levando a planta a
responder ao estresse hidrico e a aclimatagdo (Kwak et al., 2006). Isto ocorre
porque a percepg¢ao do estresse hidrico ativa a producdo de ABA que leva ao
fechamento estomatico, diminuindo a transpiragdo e concomitantemente a
diminuicao da fotossintese liquida e a producdo global de ROS. Esta limitagdo de
fixagdo de CO; reduz a regeneragdo do NADP+ no ciclo de Calvin, resultando na
reducdo ao longo da cadeia de elétrons. Em condi¢des normais de fotossintese
ocorre o direcionamento de elétrons pela reagcdao de Mehler e em condi¢gbes de
déficit hidrico o processo de fotorrespiracao predomina e € reforgcado especialmente
quando a oxigenagdo maxima da Rubisco (RuBP) & gerada pela limitagdo de
emissdes e fixacdo de CO,. Esta predominédncia chega a ser de 70% do total da

producao de H,O, sob condi¢cdes de déficit hidrico (Shao et al., 2007; Carvalho,
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2008).

A fotorrespiragdo ocorre principalmente em trés organelas:
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos e embora produza H;O, ela se torna
benéfica durante o estresse hidrico, j@ que em altas temperaturas e irradiancias a
taxa de carboxilacdo da RuBP é reduzida, uma vez que, ela passa a ter maior
afinidade pelo O, ao invés do CO,. Como a fotossintese é acelerada nesse caso, a
concentragéo de CO, na folha torna-se limitante e baixa. Essas informagdes indicam
que apos o periodo de estresse, a fotorrespiragao teria a funcao de dissipar o
excesso de ATP e NADPH'H® produzidos na etapa luminosa da fotossintese,
permitindo a planta a protecdo da fotoinibicdo e uma rapida recuperagao (Shao et
al., 2007; Carvalho, 2008).

Outra indicacdo da grande importédncia da fotorrespiragdo na
tolerancia a estresses abidticos esta no fato dos peroxissomos atuarem durante os
estresses ambientais aumentando o seu numero em resposta ao acumulo de H,O»,
0 que pode ocorrer durante o estresse hidrico. Porém, quando o estresse hidrico
torna-se mais severo, a fitotoxicidade gerada pelo excesso de ROS causa danos
severos as membranas e a outros compostos celulares, podendo levar a morte
celular. As ROS sao encontradas nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos e
sao responsaveis pela oxidagao de multiplos componentes como proteinas, lipidios,
DNA e RNA. A enzima superoxido dismutase (SOD), primeira enzima de defesa
contra as ROS, e o acido ascorbico catalisam o processo de redugao de H,O, que
ocorre nos tilacoides dos cloroplastos. Estas espécies reativas de oxigénio possuem
um forte potencial de reagente oxidante em quase todas as moléculas bioldgicas,
pois, 0 seu excesso causa danos nas membranas dos tilacéides e no aparato
fotossintético e ndo ha reagdes enzimaticas conhecidas que as eliminem totalmente
(Shao et al., 2007) (Carvalho, 2008).

As enzimas ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR)
sao as duas enzimas antioxidantes de detoxificagdo das ROS, e catalisam reacdes
em diversos compartimentos celulares. Estudos enzimaticos tém sido realizados em
cultivares de varios vegetais tolerantes ao déficit hidrico para compreender esse
mecanismo de tolerancia. Assim, em folhas de feijado-caupi submetidas ao estresse
hidrico foi demonstrado que mudancas sutis ocorrem na distribuigao intracelular das
isoenzimas APX e GR. Tang et al., (2006) e Lee et al., (2007) em seus trabalhos

superexpressaram os genes que codificam para as enzimas APX e CuZnSOD em
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plantas de batata, resultando em um aumento da acdo de detoxificagdo de ROS
cloroplasmaticas. Estes trabalhos mostram que a expressdo combinada de APX e
CuZnSOD sob o controle de um promotor estresse-induzido, torna as plantas mais
tolerantes ao estresse oxidativo. Além de GR, duas outras enzimas relacionadas ao
metabolismo da glutationa, a glutationa S-transferase (GST) e a glutationa

peroxidase (GPX), também s&o induzidas em condicdes de estresse hidrico.

3.3 MECANISMOS MOLECULARES DESENCADEADOS EM RESPOSTA AO DEFICIT HiDRICO

Ao longo dos milhdes de anos de evolugdao que levaram ao
desenvolvimento de plantas na forma em que se encontram hoje, multiplos genes de
resposta a estresses ambientais foram gerados que s&o induzidos através da
transducdo do sinal e da percepcao do estresse, ativando no nucleo celular a
adaptacdo da planta de forma direta ou indireta (Tuteja, 2007). No processo de
aclimatacdo, durante o déficit hidrico sdo necessarias algumas proteinas, incluindo
proteinas que protegem as estruturas celulares, proteinas de canais, chaperonas
moleculares, proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), proteinas e enzimas
de sintese de osmoprotetores (solutos compativeis, agucares, prolina, etc.) e
proteinas regulatérias como os fatores de transcrigdo, proteinas quinases e
fosfatases e enzimas da sintese do hormdnio acido abscisico (Nakashima e
Yamaguchi-Shinozaki, 2005).

As proteinas LEA sédo encontradas em diversos organismos, desde
bactérias até plantas superiores e foram inicialmente identificadas e caracterizadas
em grandes quantidades em embrides maduros de algodao (Galau et al., 1986).
Elas possuem uma composicdao de aminoacidos que as tornam altamente
hidrofilicas (Wise e Tunnacliffe, 2004), e estaveis em condi¢gdes de calor. Alguns
estudos tém se concentrado na determinagao bioquimica e nas atividades biofisicas
dessas proteinas. Em citros (Hara et al., 2001; Sanchez-Ballesta et al., 2004),
Chlorella (Honjoh et al., 2000), cevada (Bravo et al., 2003), A. thaliana e
Craterostigma plantagineum (Reyes et al., 2005; Lin e Tomashow, 1992) estas
proteinas foram descritas como estabilizadoras das enzimas lactato desidrogenase e
malato desidrogenase, durante condigbes de seca e congelamento, enquanto outros
estudos ainda, as indicam como estabilizadoras de catalases (Hara et al., 2001),

citrato sintase (Goyal et al., 2005; Pouchkina-Stantcheva et al., 2007), fumarase,
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rodanase (Grelet et al., 2005) em diversos organismos sob condicdes de estresse.
Essa familia de proteinas é dividida em trés superfamilias classificadas por
pequenos motifs distintos (Wise e Tunnacliffe, 2004) e suas fungdes vao além de
serem chaperonas moleculares, como por exemplo, o gene RD29 que foi
caracterizado por Yamaguchi - Shinozaki e Shinozaki (1993). Este gene codifica
uma proteina com um residuo de cisteina, altamente hidrofilica semelhante a
estrutura das proteinas LEA (Baker et al., 1988; Yamaguchi - Shinozaki e Shinozaki,
1993). Dois genes correspondentes ao rd29 estédo localizados em tandem em uma
regiao de 8 kb no genoma de Arabidopsis, denominados rd29A e rd29B.

Estudos em Arabidopsis demonstraram ainda que a dehidrina
ERD10, da familia das proteinas LEA, possui maior afinidade por agua durante a
desidratagdo que outras proteinas hidrofilicas (Bokor et al., 2005; Tompa et al.,
2006). Em soja e Typha latifolia as proteinas LEA também tem sido apontadas como
estabilizadoras de acucares cuja producao € induzida em resposta a seca (Wolkers
et al., 2001; Shih et al., 2004). Essa proteina junto com outra dehidrina, a ERD14, se
acumula em condicbes de estresses ambientais como seca, salinidade e frio, e
agem protegendo a célula contra os efeitos da desidratagdo celular por evitar a

agregacao e inativagao de varios substratos celulares (Kovacs et al., 2008).

3.4  FATORES DE TRANSCRICAO

As respostas das plantas as condi¢des diferenciadas de estresses e
na combinagao destes demonstram a plasticidade do genoma vegetal em responder
as mudancgas ambientais, e esta plasticidade € dada pela grande rede de fatores de
transcricdo que respondem as condicdes as quais as plantas sdo constantemente
submetidas (Rizhsky et al., 2002).

Os fatores de transcricdo estao entre os principais mecanismos de
controle da expressao de genes que especificamente se ligam a um cis-elementos
localizados na regido promotora, ao qual se reconhece e liga. Em Arabidopsis sao
conhecidas quatro unidades transcricionais — chamadas de regulon que respondem
ao déficit hidrico — duas sao dependentes de ABA: AREB/ABF (ABA — Responsive
Element Binding protein | ABA — responsive element Binding Factor), MYC
(myelocytomatosis oncogene) - MYB (myeloblastosis oncogenese); e duas sao

independentes de ABA: DREB (Dehydration Responsive Element Binding protein) e
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NAC (NAM, ATAF1, 2, e CUC2) - ZF-HD (Zinc-Finger Homeodomein) (Nakashima e
Yamaguchi-Shinozaki, 2005).

O regulon dependente de ABA, AREB/ABF é constituido de uma
cascata génica, onde a regido promotora dos genes que a constituem possuem o
maior cis-elemento da expressao génica ABA-dependente: o ABRE (ABA-responsive
elements: ACGTGG/TC). Uno et al., (2000) analisaram o promotor RD29B, gene de
resposta ao frio, em plantas transgénicas de Arabidopsis e identificaram dois ABREs
que funcionavam como cis-elementos regulatorios na expressdo ABA-dependente.
Estudaram ainda, trés cDNAs que codificam as proteinas AREB — AREB1, AREB2 e
AREB3 e todas tinham o motif ziper de leucina com um unico dominio DNA-ligante.
Como resultado, os autores observaram que os genes codificadores das proteinas
AREB2 e AREB3 s&o regulados por ABA. Estudos mostram ainda que, essas duas
proteinas atuam como fatores de transcricio e em condigdes de desidratagao,
necessitam de ativacdo pos-transcricional para tornarem-se ativas (Uno et al., 2000).

Em A. thaliana, o regulon MYC também dependente de ABA é
regulado pelos fatores de transcrigdo MYC e AtMYC2 (Arabidopsis thaliana MYC 2)
e o regulon MYB por AtMYB2 (A. thaliana MYB2). Neste ultimo foram identificados
os elementos cis-ligantes MYCR (MYC-recognition site: CANNTG) e MYBR (MYB-
recognition site: C/TAACNA/G). Esse regulon é responsavel pela resposta tardia ao
estresse, sendo sintetizado principalmente apds o acumulo de ABA (Nakashima e
Yamaguchi-Shinozaki, 2005). Além do ABA, outros hormoénios vegetais também
podem ativar rotas génicas, como o sistema conservado de ativacdo de genes de
defesa induzido por acido jasmdnico, cujo papel chave € desempenhado pelo fator
de transcricdo AtMYC2, evidenciando o cruzamento das duas rotas de sinalizagao
de estresses abidticos e bidticos (Lorenzo et al., 2004).

Em estudo realizado em A. thaliana, Kiyosue et al.,, (1993) e
Nakashima et al., (1997) descobriram que o gene ERDT (early responsive to
dehydration stress 1 - resposta precoce a desidratacdo 1) responde ao déficit
hidrico, ao estresse salino e a senescéncia escuro-induzida, mas nédo a ABA,
através da codificacdo de uma proteina homoéloga da subunidade ligante ao ATP de
proteases, Clp ATP dependente. Outros estudos com genes como o ERD1
demonstraram que estes regulam subunidades de resposta a desidratagédo e a alta
salinidade antes do acumulo de ABA. Na regido promotora dessa familia génica ha
uma sequéncia CACTAAATTGTCAC e um motif CATGTG NACRS (NAC recognition
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sequence — sequéncia de reconhecimento ao NAC) que é reconhecido por fatores
de transcricado NAC. Também na regido promotora destes genes existe um dominio
de ligacao a fatores de transcricdo de homeodominios (ZF-HD).

Em Arabidopsis thaliana, o requlon DREB é ativado pelas proteinas
DREB e estas sdo classificadas em dois grupos, DREB1 (DREB1A, DREB1B,
DREB1C, DREB1D, DREB1E e DREB1F) (Liu et al., 1998; Shinwari et al., 1998;
Gilmour et al., 1998; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Sakuma et al., 2002;
Magome et al.,, 2004) e DREB2 (DREB2A e DREB2B) (Sakuma et al., 2006b) e
todas apresentam um dominio conservado de aproximadamente 60 aminoacidos,
denominado dominio AP2, primeiramente identificado na proteina APETALA2
(Okamuro et al., 1997). Os genes DREB1 localizam-se no cromossomo cinco de A.
thaliana e sao induzidos por estresses de frio, seca e alta salinidade. O cis elemento
onde se ligam é também chamado de CRT (C-repeat e low-temperature-responsive).
Especificamente o gene DREB1D/CBF4 é induzido por estresse osmotico (Haake et
al., 2002; Sakuma et al.,, 2002), e os genes DREB1E/DDF2 e DREB1F/DDF1
induzidos por estresse de alta salinidade (Sakuma et al., 2002; Magome et al.,
2004).

Em varias culturas, como no arroz, em A. thaliana e tabaco, a
superexpressao do gene DREB1A sob controle do promotor constitutivo CaMV 35S,
resultou em aumento da toleréncia ao estresse de alta salinidade, ao congelamento
€ a seca, porém, causou retardo de crescimento nas plantas (Yusuke et al., 2006;
Kasuga et al., 1999). Em outro trabalho realizado em batata, por Behnam et al.,
(2006), plantas transgénicas superexpressando o gene DREB1A sob controle do
promotor estresse induzido rd29A, demonstraram um aumento da tolerancia a
salinidade e crescimento normal, indicando que esse gene pode aumentar a
tolerancia em espécies poliploides e dipldides como a Arabidopsis thaliana.

Utilizando o gene DREB1A de A. thaliana em tabaco e trigo, Kasuga
et al., (2004) e Pellegrineschi et al., (2002) respectivamente, observaram o aumento
da toleréncia a seca nessas espécies concluindo que os genes DREB1A séao
conservados no reino vegetal. Em soja, Beneventi (2006), observou que o gene
AtDREB1A sob o controle do promotor estresse induzido rd29A foi inserido e
expresso sob seca nesta espécie, induzindo maior tolerancia das plantas ao

estresse hidrico.
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3.4.1 Elemento Ligante de Resposta a Desidratagdo e ao Calor- DREB2A
(Dehydration Responsive Element Binding)

O gene DREBZ2A pertence a familia de fatores de transcricao DREB,
que sao induzidos sob a acdo de estresses ambientais como a seca, a salinidade, o
frio e o calor. Especificamente, o gene DREB2A é ativado em condi¢cdes de seca e
alta temperatura (Figura 02A). Utilizando DREB2A com o promotor constitutivo 35S,
inumeros pesquisadores detectaram, em diferentes espécies vegetais, a indugao de
genes envolvidos na toleréncia ao calor, inclusive de fatores de choque térmico
(Sakuma et al., 2006a, 2006b; Qin et al., 2007; Chen et al., 2007).
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Figura 2 - A. Esquema de ativagcdo dos genes regulados pelos genes DREB1A e
DREBZ2A sob condi¢cdes de seca, calor, alta salinidade, H,O, e frio em
Arabidopsis thaliana, esses genes sao divididos em trés grupos: induzidos
por DREBZ2A, por DREB1A e por ambos. B. Esquema do funcionamento
das proteinas DRIP1 e DRIP2 na degradagdo do gene DREBZ2A em
condigdes normais de crescimento da planta.

A
Seca, Calor, Alta Salinidade, H,O, Seca, Frio e alta salinidade

] — DREBZ2A - — DREB1A/CBF3
v v
DREB2A DREB1A/CBF3
ACCGACNA/G/C ACCGACNT A/GCCGACNT
—DRE/CRT — RD29B — DRE/CRT — RD29A — DRE/CRT — COR15A
At1952690 RD17 KINT
MT2A LEA14 KIN2
At1969870 At2923120 COR15B
At3g53990 AtCOR413-TM1
Atlg At2902100
v
B
Ubi 26S
Protease
DRIP1/2 ~ / l
Degradagéo DREB2A

Fonte: Modelo modificado de Sakuma et al., (2006b) e Qin et al., (2008).

O gene DREBZ2A foi localizado no cromossomo seis de Arabidopsis
thaliana, sendo que sua superexpressao em plantas transgénicas aumenta a
tolerancia aos estresses hidrico, salino e térmico. Entretando, essa proteina
necessita de modificagdes pods-traducionais, como fosforilagdo, para sua ativagao.
Essa ativacédo € provavelmente realizada na regido rica em aminoacidos acidos, na

regido C-terminal da proteina, mas estudos adicionais precisam ser realizados para
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uma melhor elucidacao deste mecanismo (Liu et al., 1998) (Sakuma et al., 2006).

A proteina DREBZ2A possui na regiao central um dominio entre os
aminoacidos 136 e 165, que atua como um dominio regulatério negativo; um
dominio de ativacao transcricional entre os aminoacidos 254 e a regido C-terminal e
ainda, na regidao N-terminal, sinais de localizagdo nuclear (SLN) (Sakuma et al.,
2006a, 2006b). Sakuma et al., (2006) obtiveram uma forma constitutivamente ativa
do gene DREBZA pela delecdo de seu dominio regulatério negativo, regido rica de
serina e treonina, com aproximadamente 30 aminoacidos, adjacente ao dominio de
ligacdo ao DNA ERF/AP2 e denominaram essa constru¢ao de DREB2A CA. Os
estudos de Sakuma et al., (2006) demonstraram que a instabilidade dessa proteina
transgénica no nucleo de A. thaliana, pode ser revertida em plantas transgénicas
superexpressando o transgene AtDREB2A CA e fazendo com que este interaja na
regidao promotora DRE de genes de resposta a seca e ao calor.

Qin et al., (2008) trabalhando com proteinas que interagem com
DREBZ2A identificaram duas proteinas, DRIP1 e DRIP2 (Interacting Proteins Function
- Proteinas que interagem com DREBZ2A), que possuem um sinal de localizagéo
nuclear, confirmando a sua atuacado no nucleo. Essas proteinas foram alinhadas e
uma regidao C - terminal com alta conservagao foi identificada. Essas mesmas
proteinas foram encontradas em arroz (Oryza sativa) e tomate (Solanum
lycopersicum). Elas possuem um dominio RING C3H4 essencial para a atividade E3
ligase, indicando que a sua regido terminal interage com a proteina DREB2A no
processo de ubiquitinizagao (Moon et al., 2004; Stone et al., 2005). Qin et al., (2008)
na continuagdo de seus estudos sugeriram que as duas proteinas DRIP1 e DRIP2
mediam a protedlise através da degradacdo da proteina DREB2A, como uma
protease 26S, em condi¢bes normais de crescimento, ja que a planta expressa esse
gene em niveis basais. Dessa forma, esse mecanismo minimiza os efeitos negativos
da expressdo do gene DREBZ2A sobre o crescimento e o desenvolvimento das
plantas em condi¢cdes oOtimas. Quando um estresse se inicia € desencadeada a
expressao do gene DREB2A em maiores niveis e sua degradacao pela protease
passa a ser inibida diretamente por uma competicdo de sinalizacdo (Figura 02B).
Dessa forma, a planta passa a ativar os genes da cascata de resposta ao estresse
(Qin et al., 2008).

Anadlises de microarranjos utilizando RNA de A. thaliana

transformada com DREB2A CA indicaram 21 genes up-regulados, dentre estes, 12
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foram up-regulados sob condigdes de seca e, nove genes foram up-regulados em
condigdes de salinidade e calor (Sakuma et al., 2006b). Os 12 genes com expressao
induzida detectada em condi¢des de déficit hidrico mostraram em seus promotores,
a sequéncia cerne DRE. Esta sequéncia core DRE encontrada nos genes DREB
indicam que as proteinas DREB1A e DREB2A possuem uma rota de ativacao
comum, respondendo ao déficit hidrico e a salinidade. Estudos da sequéncia DRE
indicam que a proteina DREB1A tem alta afinidade pela sequéncia A/IGCCGACNT.
Outros estudos mostram que 75% dos genes up-regulados por DREB1A possuem
essa sequéncia na regido promotora e apenas 36% dos genes up-regulados por
DREB2A a possuem. O ultimo nucleotideo dessa sequéncia (T) influencia na
afinidade da proteina DREB1A pela regido promotora de seus genes, mas
substituicbes desses nucleotideos na regido promotora dos genes da cascata
DREBZ2A nao afetam a sua afinidade. De cada 11 sequéncias DRE de genes da
cascata DREBZ2A, 10 continham ACCGAC e uma continha GCCGAC, indicando a
maior afinidade do gene pela regido DRE que possui como primeiro nucleotideo a
adenina. Essas pequenas diferengas nas regides DRE dos promotores dos genes
DREB demonstram a especificidade dos genes e as diferengas nas rotas das
proteinas DREB1A e DREB2A (Sakuma et al., 2006).

Uma confirmagdo de que o gene AtDREBZ2A esta envolvido no
estresse térmico provém dos resultados de Schramm et al., (2008). Estudando A.
thaliana os autores concluiram que o fator de transcricdo de resposta a choque
térmico, HSFAS3, era regulado por AtDREB2A e que em linhagens silenciadas, por
esse gene, houve uma reducado de 40 a 60% da termotolerancia. O HSFA3 é capaz
de interagir especificamente com o grupo de fatores de transcricdo HSFA1
(Lohmann et al., 2004) e HSFA2 (Nishizawa et al., 2006; Schramm et al., 2006),
sugerindo um modelo de resposta a estresse térmico em que o fator HSFA3 em
cooperagao com HSFA2 aumentam a termotolerancia precoce, ao atuar no fator de
transcricdo HSFA1, que se liga a regidao promotora dos genes que transcrevem as
proteinas de choque térmico. Na fase tardia de termotolerancia, o HSFA3 parece ter
importancia fundamental na estabilizacdo da termotolerancia, possivelmente por
formar hetero-oligbmeros com HSFs A1a, A1b e A2. Ainda, analises funcionais de
padroes de expressdo dos 21 HSFs de A. thaliana (Kotak et al., 2007) indicam
funcdes integradas em diferentes rotas de sinalizacdo de respostas a estresses

biéticos e abidticos, sugerindo que juntos com outros fatores de transcricao (HSFs -
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Heat Shock Factors) formam complexas rotas metabdlicas essenciais para que as
plantas suportem mais rapidamente mudancas ambientais resultantes dos
estresses.

Dessa maneira, tem-se obtido plantas transgénicas mais tolerantes a
seca e ao calor quando inserido o gene DREBZ2A. Plantas de A. thaliana, apos a
insergcao do gene ZmDREBZ2A (homdlogo de DREB2A em Zea mays) sob controle
do promotor CaMV 35S resultou em um aumento da tolerancia ao déficit hidrico e
térmico. Andlises de microarranjos mostraram nestes eventos a superexpresséo de
genes normalmente induzidos por estresse, como proteinas LEA, proteinas de
choque térmico, enzimas de detoxificacdo e maturacdo de semente (Qin et al.,
2007). Outro estudo realizado com gene DREBZ2 homodlogo foi realizado por
Dubouzet et al., (2003) que inseriram e superexpressaram em arroz, 0 gene
OsDREBZ2A resultando em tolerancia a desidratacao e a alta salinidade.

Em girassol, Helianthus annuus L., o gene HaDREB2 (homodlogo de
DREBZ2A em Helianthus annuus) e HaHSFA9 foram conjuntamente expressos em
sementes, demonstrando estarem presentes quando as plantas possuiram uma
maior longevidade, fato acompanhado pelo sutil aumento no acumulo de pequenas
proteinas de choque térmico (sHSPs, small Heat Shock Proteins) indicando
tolerancia a seca e ao estresse térmico (Almogueva et al., 2009).

Estudos realizados por Terashima e Takumi (2009) em trigo,
Triticum spp., mostraram que o gene WDREBZ2 (homdlogo de DREB2A em trigo)
ativa os genes downstream Cor/Lea e possui um papel importante nas respostas a
estresses abiodticos. O trigo é uma espécie poliploide, e este estudo teve como
objetivo compreender o splicing alternativo do gene WDREBZ2, que é regulado de
forma pds-transcricional e esta presente também em plantas com diferentes ploidias.
Eles observaram que, em trigos dipldides, o splicing alternativo produzia formas
funcionais e formas n&o funcionais, e a forma n&o funcional diminuia gradativamente
em resposta ao déficit hidrico. Este estudo foi baseado na pesquisa realizada por
Egawa et al., (2006) que estudaram o splicing alternativo do gene WDREBZ2 nas
formas WDREB?2 alfa, WDREB beta e WDREB2 gama, indicando que a beta
permaneceu constante nas 24h de condi¢des de estresse salino, enquanto que, as
outras duas formas do gene apresentaram aumentos transitorios. Quando o
tratamento por frio foi analisado, este induziu niveis elevados das trés diferentes

isoformas do gene sugerindo que em condigdes de estresse hidrico, salino e frio o
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gene WDREB?2 e suas isoformas sao controladas pelo nivel de transcricido e pelo
splicing alternativo (Egawa et al., 2006). Provavelmente, a alopoliploidizacdo em
plantas hexapléides ocorrida durante a evolugédo do trigo inibiu o eficiente splicing
alternativo. Kobayashi et al., (2007) também geraram plantas transgénicas de tabaco
super-expressando o gene WDREBZ2 para provar o papel desse gene em resposta
ao déficit hidrico e na transativagdao de genes Cor/LEA, resultando na tolerancia a
multiplos estresses abidticos.

Outros pesquisadores ainda, trabalhando com crisdntemo
(Dendrathema vestitum) isolaram o gene homologo de DREB, DvDREBZ2A e, apos
realizar o alinhamento de sequéncias multiplas, o classificaram como um membro
da subfamifiia DREB2 da familia DREB. Para provar este conceito, os
pesquisadores realizaram um experimento de levedura hibrida de proteinas e
fizeram a ligagcao desse gene com a regiao DRE de um promotor. Analises de PCR
quantitativo mostraram que o nivel do gene DvDREBZ2A variou significantemente
quando a planta foi afetada pelo calor, frio, seca, salinidade e tratamento com ABA
(Liu et al., 2008).

Varios outros estudos foram realizados utilizando genes homdélogos
do gene A{DREBZ2A indicando a necessidade de modificagdo pds-traducional para a
sua ativagao e, consequentemente da inducdo da tolerancia a diversos estresses
ambientais, como exemplo, cita-se o gene PgDREB2A de Pennisetum glaucum que
responde ao frio, a seca e a salinidade, depois de sua desfosforilacdo. Este estudo
realizado in vitro indicou que esse gene € transcrito e traduzido em uma
fosfoproteina que possui um residuo de treonina (s), indicando possivelmente a
necessidade de modificacado pos-traducional (Agarwal et al., 2007).

O gene GmDREB2, homélogo de DREB em soja, foi inserido em
plantas de tabaco e estudos de expressao génica, sob condicbes de estresses,
sugeriram que este gene sobrepde as rotas ABA-dependente e ABA-independente,
podendo participar de ambas simultaneamente. A superexpressdo do gene
GmDREB?2 ativou a expressao de genes para a biossintese da prolina e também de
outros genes que resultaram em maior tolerancia aos estresses de seca e salinidade
(Chen et al., 2007).
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3.5 METODOS DE TRANSFORMAGAO EM PLANTAS

A Dbiotecnologia utiliza os conhecimentos sobre os processos
biolégicos e sobre as propriedades dos seres vivos para resolver problemas e criar
produtos de utilidade. Sua aplicagdo no melhoramento vegetal é uma ferramenta
com potencial para o aumento de produtividade e qualidade dos produtos. Em
muitas situacbes pode reduzir os custos de produgado, diminuindo o esforgco do
produtor, podendo diminuir a necessidade de extens&o das areas agricolas, além de
possibilitar a pratica dos sistemas produtivos ambientalmente mais sustentaveis
(Pena et al., 1995).

O uso da biotecnologia em conjunto com a engenharia genética
baseia-se na transmissdo, integracdo e expressdo de genes heterdlogos ou
homologos de interesse definidos pela selegao in vitro. A transformacgao de plantas,
uma técnica da engenharia genética, foi um dos maiores avangos ligados a
tecnologia agricola nos ultimos anos, pois, possibilitou a introdugcdo de novas
caracteristicas as plantas cultivadas como resisténcias a herbicidas, insetos ou
patdbgenos e a melhora na qualidade dos alimentos. A biotecnologia quebrou a
barreira entre espécies permitindo trazer caracteres de interesse de uma espécie
para outra. Além da sua utilizagdo na ciéncia aplicada, ela gera ciéncia basica
permitindo estudos de modelos de processos celulares basicos, aumentando assim
nossas informagdes fundamentais necessarias para a compreensido completa do
metabolismo vegetal (Ubeda e Haig, 2005).

A transferéncia de genes entre plantas surge para acelerar as
etapas do melhoramento classico que desenvolve cultivares superiores para a
caracteristica de interesse através de cruzamentos, obtencdo de populacdes
segregantes e avaliagcbes da caracteristica, entre outros métodos. Estes
cruzamentos podem levar anos e muitas vezes este procedimento é dificultado pela
incompatibilidade sexual dos organismos. Por estes motivos, a transformacgéo de
plantas acelerou esse processo e tornou possivel a introducdo controlada e a
integracdo de acidos nucléicos em um genoma receptor, excluindo-se a introdugao
por fecundacdo. Isso € potencializado pela enorme variabilidade existente na
natureza, fornecendo fonte de genes para a criagdo de novas cultivares (Ubeda e
Haig, 2005).

Para que novas caracteristicas agronémicas sejam introduzidas em
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plantas ou organismos GMs sdo necessarios estudos prévios dos genotipos
responsaveis por essas caracteristicas. Depois dessa descoberta deve-se testar a
funcdo génica ou partes dos genes de interesse e a modificagdo de sua expresséo
(superexpressao ou o silenciamento génico) para entdo isola-los e inseri-los nos
individuos (Mason et al., 2002). A transferéncia génica pode ser realizada através de
duas estratégias de transformacdo: direta, via eletroporacdo de protoplastos,
transformacdo mediada por PEG (polietilenoglicol), bombardeamento de particulas,
macro e microinjegao, utilizacdo de raios laser, microfibras de carboneto de silicio e
ultra-som — ou indireta - via o uso de Agrobacterium sp. Os processos de
transformacdo sao escolhidos especificamente para cada espécie e cultivar,
dependendo principalmente de protocolos que aumentem a eficiéncia da
transformacao (Southgate et al., 1998).

Dentre as metodologias de transformagao direta esta a biobalistica,
que consiste em um processo fisico de aceleragao de microparticulas desenvolvido
por John Sanford em 1987, e se baseia na introdugdo do DNA de interesse, envolto
em pequenas particulas de metal (ouro ou tungsténio), em células e tecidos. As
particulas sdo aceleradas em direcdao ao tecido alvo, através de equipamentos
diversos: cartuchos com pdlvoras, pressdo de gas ou descarga elétrica e,
atravessam a parede celular e a membrana plasmatica. Quando as particulas
recobertas de DNA entram em contato com as organelas celulares e com o nucleo
da célula vegetal, o liquido celular carreia as particulas deixando livre o material
genético. O DNA exdgeno pode entao ser incorporado, ao acaso, aos Cromossomos
tornando-se parte do material genético da célula receptora.

Neste enfoque, varios estudos tém sido realizados na utilizagédo
desse processo em dicotiledbneas, como no caso da soja. Rech et al., (2008)
desenvolveram um protocolo com alta eficiéncia de transformacéo via biobalistica,
combinando com a resisténcia ao herbicida imazapir, que age como agente de
selegcdo na regido meristematica dos multiplos brotos a partir dos eixos embrionarios
de sementes maduras.

Outra técnica de transformacao direta, a via protoplastos, consiste
na retirada da parede celular das células vegetais (Evans e Sharp, 1986) e na
incubacao dessas células em solugdes que contém os genes de interesse a serem
incorporados. A transferéncia dos genes para a célula pode ser via eletroporagéo,

pela produgdo de poros na membrana quando a solugdo € colocada sob impulsos
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elétricos (Fromm et al.,, 1985) ou quimicamente, através de mudanca da
permeabilidade da membrana. Outra técnica que utiliza protoplastos é a
transformac&o por polietilenoglicol (PEG) que combina PEG com Ca*?, Mg*? e pH
alcalino, promovendo a ligacdo do DNA exdgeno a superficie dos protoplastos. O
DNA ¢é absorvido pela célula por endocitose. Outra fungdo do PEG é a proteg¢ao do
DNA contra a atividade das nucleases (Finer et al.,1996). Essa técnica tem algumas
desvantagens como a baixa frequéncia de transformacé&o, de aproximadamente 1%,
sendo restrita a algumas espécies (Raybould e Gray, 1993). Esta metodologia
demanda ainda um sistema eficiente de regeneragao de plantas completas a partir
de protoplastos, atualmente restrito a poucas espécies.

A técnica de microinjegdo foi desenvolvida principalmente para a
transformacdo génica em animais e posteriormente ela foi adaptada para a
transformacdo de plantas. Esta metodologia consiste na microinjecdo do DNA
exdgeno diretamente no nucleo de protoplastos ou em inflorescéncias. Mesmo
sendo uma técnica trabalhosa, Neuhaus (1995) obteve resultados positivos na
transformacao génica de células vegetais utilizando esta técnica.

A transformacgéo via tubo polinico vem sendo aplicada a algumas
espécies vegetais. Essa tecnologia utilizada pela primeira vez em algodoeiro foi
divulgada por Zhou et al., (1983) e consistiu na aplicagdo de uma solugdo de DNA
de interesse na parte superior da maga apés ter sido polinizada. O DNA exégeno
pode alcangar o ovario através da passagem deixada pelo tubo polinico e integrarse
as células zigoticas ja fertilizadas, mas nao divididas.

A transformacdo de forma indireta, mediada por vetores biologicos
consiste na capacidade natural que as agrobactérias, patégenos do solo, possuem
de introduzir o seu DNA em plantas hospedeiras, que é incorporado e passa a ser
expresso como parte do genoma vegetal (Schlappi e Hohn, 1992). Na transformacéao
vegetal, o processo € praticamente o mesmo que ocorre naturalmente possuindo
baixa complexidade do padrao de integracéo e alta probabilidade dessa integragao
ser de uma ou poucas cépias, além da nao fragmentagdo e recombinagdo do
transgene (Fisk & Dandekar, 1993). Além disso, o sistema é simples, de baixo custo
e, em muitos casos, eficiente. Assim, para que o processo de transferéncia do DNA
exdgeno ocorra, algumas regides do plasmideo de transferéncia (pTi) sé&o
importantes: a regido de viruléncia vir (regulon de 6 a 8 operons degenes envolvidos

na sintese de proteinas responsaveis pela transferéncia da regiao T); a regido T (a
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regido de transferéncia TRA — um segmento de DNA que é transferido para a planta)
e a regiao de replicacdao ORI+INC (Santarém, 2000). Algumas dicotiledéneas e a
maioria das monocotiledéneas e gimnospermas néo sao suscetiveis, ou apresentam
pouca suscetibilidade a infecgédo pela Agrobacterium tumefaciens (Potrikus, 1990).
De modo geral, no processo de transformagdo vegetal, via
Agrobacterium, a engenharia genética foi utilizada na retirada dos oncogenes da
regidao T (T-DNA), tornando a bactéria desarmada, e substituindo essa regido pela
sequéncia do gene de interesse, que é transferido dos vetores de transformacéo
para a Agrobacterium por conjugacao triparental, eletroporagdo ou choque térmico.
Todos os métodos de transformagdo devem conter etapas de descontaminacao do
tecido a ser transformado, etapas de selecdo de células transformadas e

regeneragao do tecido (Santarém, 2000).

3.6 METODOS DE ANALISE MOLECULAR

Alguns métodos sao de suma importancia na analise de um evento
de transformagao de uma planta GM. Nestas etapas, verifica-se principalmente se o
transgene foi inserido e integrado ao genoma, quantas copias e inser¢des estédo
presentes, e se o transgene esta sendo expresso.

As analises envolvidas na integridade, insercdo e segregacao do
gene, sao realizadas principalmente por PCR convencional, Southern blot, ea
quantificacdo de numero de copias, realizada via PCR quantitativo. A expressio do
transgene de interesse e outros genes relacionados pode ser realizados por técnicas
como Northern blotting, microarranjos de DNA, quantificagdo relativa via PCR
quantitativo, dentre outras metodologias. Para se ter certeza que o transgene foi
transcrito, traduzido de maneira correta, e que ativou rotas metabdlicas de interesse,
€ necessario executar analises protéicas, como imunoblottings, gel de eletroforese
bidimensional, ou ainda analises de metaboloma.

Em alguns estudos tem-se relatado a importancia da integragcado do
transgene na primeira geracéo (Tp), e dados mostram que quando um ou dois genes
sdo integrados no genoma hapldide, niveis maiores de expressao do transgene
inserido sdo detectados. Por outro lado, um numero elevado de cépias do transgene
inserido pode resultar no silenciamento do mesmo e consequentemente na nao

expressao génica. (Flavell, 1994; Vaucheret et al., 1998). Habitualmente apds a
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quantificacdo do numero de coépias, a proxima etapa € avangar geragdes dos
eventos mais promissores, verificando sua estabilidade genética, para realizar outras
analises de interesse, como quantificagbes génicas em condigbes de estresses

ambientais, parametros fisiolégicos, agrondmicos, entre outros (Mason et al., 2002).

3.6.1 Southern Blot

A técnica de Southern blot foi desenvolvida pelo pesquisador
britdnico Edwin M. Southern, em 1975, que desenvolveu a metodologia de
transferéncia de nucleotideo de finas tiras de géis de eletroforese para membranas
de celulose (Southern, 1975). Este protocolo vem sendo utilizado deste entdo em
trabalhos de caracterizagcdo de numeros de coOpias inseridas em plantas

transgénicas, como mostrado por Hernandez-Garcia et al. (2009).

3.6.2 PCR Quantitativo (QPCR)

O PCR quantitativo também chamado de PCR em tempo real € uma
metodologia capaz de quantificar os acidos nucléicos, no momento em que estao
sendo produzidos, ou seja, amplificados, a cada ciclo do PCR, dispensando analises
pos amplificacédo, reduzindo riscos de contaminacao e erros decorrentes de analises
“‘end point’, permitindo assim, a quantificacdo exata do numero de cépias de
moléculas de DNA em uma amostra testada.

Em uma etapa anterior a reagdo de PCR quantitativo utiliza-se uma
transcriptase reversa (enzima que faz a polimerizagcdo de moléculas de DNA
complementar usando como molde moléculas de RNA). Normalmente ¢é utilizada a
transcriptase, MMLV-RT, isolada a partir de murinos ou a AMV-RT isolada de aves.
A utilizacdo dessa metodologia na analise de expressao génica juntamente com a
Transcriptase Reversa (RT-PCR) permitiu a quantificagdo de quantidades minimas
de acidos nucléicos (Heid et al., 1996).

Muitos quimicos podem ser utilizados na deteccdo dos produtos
amplificados. Assim, em toda a reagao de PCR quantitativo, utilizando o sistema de
deteccdo TagMan, alguns principios basicos devem ser observados: a atividade
exonuclease 5- 3’ da Taqg DNA polimerase (Holland et al., 1991) e a construcéo de

oligonucleotideos utilizados como sondas que s6 emitem fluorescéncia quando
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clivados, baseado no principio de transferéncia de energia por ressonancia (Stryer,
1978; Cardullo et al., 1998).

A metodologia TagMan baseia-se na hibridizacdo de uma sonda de
sequéncia complementar ao centro da molécula alvo. Essa sonda possui em uma de
suas extremidades um reporter dye (terminal 5’) e na outra extremidade aborvendo a
fluorescéncia emitida pelo dye reporter, o dye quencher (terminal 3’). Quando ocorre
a hibridizagcdo da sonda, a atividade exonuclease da Taq DNA polimerase cliva a
sonda, assim, a fluorescéncia emitida pelo dye repérter ndo é mais absorvida pelo
dye quencher. Esta a fluorescéncia do reporter segue aumentando e é captada por
um equipamento de PCR apropriado (Giulietti et al., 2001).

Além da metodologia TagMan, as reagbes de PCR quantitativo
podem ser realizadas utilizando o sistema de detecgao SybrGreen, um dye que se
intercala em pequenas regides das moléculas de DNA fita dupla e aumentam a
emissdao de fluorescéncia de acordo com a quantidade de moléculas geradas
durante a amplificacdo. Esta fluorescencia € captada por um sistema Optico,
quantificando indiretamente as moléculas geradas. Existe ainda sistemas de
detecgcao mais sofisticados como molecular beacons, Scorpions, e sondas de
hidridizagao (Giulietti et al., 2001).

Na metodologia TagMan, os valores da clivagem da sonda durante o
processo de amplificagdo sao expressos pelo valor de ARn, conforme equacao
descrita abaixo (Heid et al., 1996; Gibson et al., 1996):

ARn=RN" - RN
onde, RN é a emissao da fluorescéncia em cada ponto de captagéo;

RN é a emissao de fluorescéncia no baseline (background).

Na fase exponencial da reagado, a intensidade de fluorescéncia é
determinada em todas as amostras e os resultados podem ser comparados, gerando
a chamada magnitude de fluorescéncia (threshold), produzida em cada reagéao de
amplificacdo durante os ciclos de PCR. Graficamente o threshold é a linha cuja
interseccdo com a curva de amplificacdo define o Ct calculado a partir do ciclo 3 ao
ciclo 15. O Ct define a quantidade de ciclos de PCR requeridos para que amostra
emita fluorescéncia suficiente para alcangcar magnitude e ser detectada pelo
aparelho. O valor de Ct diminui linearmente com o aumento da quantidade de

moléculas alvo amplificada (Giulietti et al., 2001).
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Normalmente, a analise do gene alvo na quantificagao relativa e
absoluta pode ser realizada pelo método da curva padrdao ou por métodos de
comparacgao entre Cts. A quantificagao relativa resulta na relacéo entre a expresséo
do gene alvo em um determinado tratamento em relagdo ao controle (base dos
dados comparativos). Essa quantificacédo é realizada pela diferenga entre os valores
de Cts resultantes das amplificagcdes realizadas.

Uma reacdo de PCR quantitativo confiavel exige a corregao de
variagbes experimentais, resultantes das quantidades de RNA e da eficiéncia da
transcricdo reversa. Essas diferengcas podem resultar em quantidades de DNA
diferentes das quantidades iniciais de RNA (Freeman et al., 1999). O método mais
aceitavel para corrigir essas variagbes € o0 uso de genes constitutivos na
normalizagdo dos dados. Esses genes constitutivos precisam ser expressos em
niveis constantes entre os diferentes tecidos de um organismo, em todas as fases
de desenvolvimento, e n&o ter sua expressdao alterada por tratamentos
experimentais (Giulietti et al., 2001).

Dentre os métodos que utilizam os valores de Ct para calculo da
expressao relativa esta o método 22! que postula que a eficiéncia de amplificagdo
do gene alvo e da referéncia devem ser semelhantes. A curva padrao é utilizada
quando a eficiéncia dos dois amplicons (eficiéncia de amplificacdo de um
determinado fragmento) ndo s&o iguais (Livak e Schmittgen, 2001).

A eficiéncia de amplificacdo é calculada pelo modo como ACt varia
com o modelo de diluigdo. Esses valores sao plotados em um grafico e o slope da
reacao utilizado no calculo da eficiéncia:

E= 10(1/slope) _4

onde o slope representa a inclinacao da reta.

Depois da eficiéncia calculada, deve-se diminuir a diferenga entre o
Ct do gene alvo pelo Ct do gene referéncia da amostra, normalizando-o:

ACt= Ctajo - Clres

Com os dados ja normalizados, calcula-se a expressao do gene pela
diferenca do ACt do tratamento pelo seu respectivo calibrador (controle):

AACt = ACtirat ACtcy

Esse valor é entdo substituido na formula 22! e apos analises
estatisticas, o valor de quantificagao relativa do gene de interesse € obtido.

Além deste método, que nao corrige a eficiéncia, os niveis de
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expressao de um gene alvo de interesse podem ser determinados com base na

férmula: Expresséo = (E aIvo) ACt alvo (média do calibrador — média da amostra)

(E ref) ACt ref (média do calibrador — média da amostra)
onde, E a0 € a eficiéncia do gene alvo (transgene) e;
E rf € a eficiéncia do gene referéncia.
Neste caso leva-se em consideracgao tanto a eficiéncia do alvo como
a do normalizador, dessa forma os resultados de expressdo de cada gene sé&o
dados de forma corrigida (Pfall 2001).
O método 222, derivado do método 2% & apropriado para
calcular o numero de copias do gene alvo no tratamento, onde é utilizado como
calibrador um gene da propria amostra. E o valor do ACt é substituido na formula

resultando na quantificagdo génica (Livak e Schmittgen, 2001).
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4 ARTIGO

“Obtencao e caracterizagao de plantas de soja (Glycine max L. Merril)

geneticamente modificadas com o gene AtDREB2A visando tolerancia a seca”

Artigo a ser submetido a revista: Theoretical and Applied Genetics

1 INTRODUGAO

A soja € uma leguminosa de grande importancia para a economia
brasileira, tornando o pais o segundo maior produtor mundial do grdo. Dados
observados na safra 2009/10 preveém uma producgao de 67,39 milhdes de toneladas
do grao. Esta alta produtividade na ultima safra deve-se as condigdes climaticas
favoraveis durante o desenvolvimento das culturas aliada a maior utilizacdo da
biotecnologia (CONAB, 2010).

A soja é a responsavel pela movimentagdo de 15,011 milhdes de
ddlares nas exportacdes brasileiras no ano de 2010 (ABIOVE, 2010). Porém, esta
alta arrecadacao é influenciada por fatores abidticos e bidticos que diminuem a
produtividade. Dentre os fatores abidticos, a seca é a responsavel por perdas que
podem alcangar até 50% da produtividade da maioria das culturas (Boyer, 1982;
Bray et al., 2000). Financeiramente, nos ultimos anos, os dados mostram prejuizos
de mais de US$ 4 bilhdes, decorrente desta condicdo ambiental adversa, como
observado nas safras, 2003/04 e 2004/05, que provocaram respectivamente perdas
de US$1,8 bilhdo e US$2,32 bilhdes (IBGE, 2005).

Uma das estratégias utilizadas na redugdo dos danos decorrentes
da seca é o uso da biotecnologia na obtencao de cultivares mais tolerantes aos
estresses. Dessa maneira, um grupo de pesquisadores do JIRCAS (Japan
International Research Center for Agricultural Sciences) identificou, caracterizou e
isolou de Arabidopsis thaliana, uma familia de fatores de transcricido chamada DREB
(Dehydration Responsive Element Binding) responsavel pelo aumento da tolerancia
a estresses abioticos, como a deficiéncia hidrica (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
2000).

O fator de transcricado DREB1A de Arabidopsis thaliana, de resposta

a seca, frio e salinidade, foi inserido em soja por Beneventi (2006) e sua expressao
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génica, e as respostas anatébmicas, morfolégicas e agrondmicas caracterizados por
Polizel (2007) e Salinet (2008), em condi¢cdes experimentais de deficiéncia hidrica,
resultando em dados que indicaram tolerancia a seca aumentada nessas plantas.

Em situagbes de campo, no entanto, os estresses abidticos como
seca e calor se interligam, e por possuirem respostas celulares similares observam-
se rotas em comum, desencadeadas por fatores de transcrigdo como o DREB2A,
responsavel pela tolerancia a seca, ao calor e a alta salinidade.

Estudos realizados com genes homologos de AtDREBZ2A, em milho
(Qin et al., 2007), arroz (Dubouzet et al., 2003), girassol (Almogueva et al., 2009),
trigo (Terashima e Takumi, 2009) e crisantemo (Liu et al., 2008) demonstraram que
as plantas suprerexpressando esses genes aumentaram a tolerancia a seca por
expressarem genes de resposta a seca e ao calor.

O objetivo desse trabalho foi inserir o gene que transcreve o fator de
transcricdo DREBZ2A, isolado de A. thaliana, em soja, por meio de biobalistica, e
apos a obtengcao de eventos GMs, analisar aa expressao génica do transgene, em
condicbes de seca, em folhas e raizes, por PCR quantitativo, e caracterizar o
numero de copias inseridas do transgene no genoma da soja. Esses resultados
auxiliardo na selecao futura de um evento “elite”, a ser utilizado no programa de
melhoramento vegetal da soja com o objetivo de se desenvolver cultivares

comerciais mais tolerante a seca.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 DESENHO DE PRIMERS E ARVORE FILOGENETICA

Analises in silico, utilizando a ferramenta Blast (National Center for
Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nhi.gov), foram realizadas para verificar a
especificidade do transgene AfDREBZ2A, visando assegurar que quaisquer
diferencas observadas na expressao génica e na quantificagdo do numero de cépias
nao resultariam da expresséo de genes DREB enddgenos da prépria soja.

Assim, sequéncias depositadas no NCBI dos genes DREBs, em
diversas espécies vegetais foram alinhadas globalmente através do programa
Clustal X e uma arvore filogenética foi desenhada com o auxilio do programa MEGA

4.0 (Molecular Evolutionary Genetics Anaysis).
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2.2 OBTENCAO DE PLANTAS DE SOJA GENETICAMENTE MODIFICADAS COM O GENE
AtDREBZ2A, POR BIOBALISTICA

2.2.1 Biobalistica

Embrides da cultivar de soja BR16, sensivel a seca (Oya et al.,
2004) foram co-transformados por biobalistica, com as construgcbes génicas
rd29A:AtDREB2A CA e ahas:AHAS conforme Aragao et al. (2002) e Rech et al.
(2008). A construgdo génica rd29A:AtDREB2A CA contém o promotor estresse
induzido rd29A e a regiao condante do gene AIDREB2A em sua forma
constitutivamente ativa (CA), e a construgcéo ahas:AHAS o gene ahas, que funciona
como gene de selegdo, pois confere tolerancia ao herbicida imazapir, da classe das
imidazolinonas.

Inicialmente, foi realizada a assepsia das sementes, deixando-as em
agua por 16 h “over night’. A seguir, com o auxilio de pingas e bisturis estéreis os
embrides foram excisados e depositados em placas de Petri. Os primordios foliares
foram retirados expondo-se a regido meristematica. Em seguida, foram colocados
em papel de filtro para secagem em fluxo laminar e em placas contendo meio, 3%
sacarose e 0,8% phytagel, pH 5,7. Os embrides foram posicionados em um circulo
de 16 mm de didmetro no centro da placa de modo que o meristema apical ficasse
direcionado para cima.

O DNA exégeno utilizado no bombardeamento consistiu-se em 6 ug
das construgdes génicas rd29A:AtDREB2A e ahas:AHAS, precipitado em
microparticulas de tungsténio com auxilio de espermidina (100 mM) e cloreto de
célcio (CaCly 2,5 M). Aliquotas do DNA foram distribuidas em membranas
carregadas de Kapton e a regido meristematica dos embrides foi co-transformada.
Os disparos foram efetuados seguindo o protocolo desenvolvido por Aragao et al.
(2002) e Rech et al. (2008).

Apos a co-transformacido, os embrides foram transferidos para
placas de vidro contendo meio MS suplementado com BAP 5 mg/L) 3% sacarose,
0,6% agar, pH 5,7 e incubados por um periodo de aproximadamente 18 h, a 28°C e
ao abrigo da luz, para a indugdo do multibrotamento. Apds este periodo, os
embrides foram transferidos para meio seletivo (MS 3% sacarose, 0,15 yM Imazapir,

0,8% agar, vitamina B5, pH 5,7), permanecendo por aproximadamente 45 dias em
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camara climatizada, com 16 h de fotoperiodo e luminosidade de 50 pmols m?s™, a
25°C e a 60% umidade. Finalmente, foram transferidos para copos contendo areia:
vermiculita (1:1), irrigados com solugao nutritiva (Hewitt, 1963) e cobertos por sacos

plasticos para aclimatacéo.

2.2.2 Extracdo de DNA e Analise Via PCR Convencional

Amostras de folha das plantas de soja transformadas foram
coletadas para extragdo de DNA total, conforme protocolo de Doyle e Doyle (1987),
com modificagoes.

A confirmagdo dos eventos positivos foi realizada via PCR
convencional utilizando-se pares de primers especificos para os genes AIDREB2A e

AHAS como apresentado na Tabela 01.

Tabela1 - Sequéncias dos primers usados na amplificacdo por PCR para
confirmagéo dos eventos positivos e tamanho do fragmento amplificado.

Gene Primer Foward Primer Reverse Fragmentos

AHAS 5 ACTAGAGATTCCAGCGTCAC & 5 GTGGCTATACAGATACCTGG 3’ 686 pb

AtDREB2ANostProx e

29AP5H 5 GTTTGAACGATCGGGGAAAT 3° 5 GGGAAGCTTGCCATAGATGCAATTCAATCAAACT 3 1975 pb

A reacao de PCR foi composta de 5 yM de cada primer F e R,
2,5mM dNTP’s (Invitrogen) , 50 mM cloreto de magnésio (MgCl,) (Sigma), 2,5 uL de
tampéao 10X, 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 60 ng de DNA, completando
o volume final de 25 pL com agua ultrapura. As amplificagées foram realizadas em
termociclador Perkin Elmer 9600, com denaturacido inicial de 95°C por 5 min,
seguidas de 35 ciclos de 95°C por 1min, 55°C por 1 min, 72°C por 2 min e 72°C por
7 min.

Os produtos de amplificacdo das reacdes foram submetidos a
eletroforese e visualizados em transluminador UV. Os eventos positivos foram
transferidos para vasos, em casa de vegetacdo, para realizagdo de experimentos
posteriores e avango de geragdes (multiplicagdo de sementes).

Para analise de quimerizacdo nos eventos positivos selecionados

(P 1397 e P 2193) na geragado Ty, foram coletados fragmentos de folhas de
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diferentes partes da planta e uma reagao de PCR foi realizada como descrito acima.
Analises de segregacao do transgene foram realizadas nos dois eventos
selecionados em diferentes geracdes: P 1397 (geragao T4) e P 2193 (geragédo T1 e
T>).

2.3 ANALISE DO NUMERO DE COPIAS DO TRANSGENE NO GENOMA DA SoOJA VIA PCR
QUANTITATIVO

A técnica de PCR quantitativo foi utilizada ainda na determinacao do
numero de copias inseridas do cassete transgénico rd29A:AtDREB2A no genoma da
soja. Plantas positivas na geragao Ty dos eventos P 1397, P 7186, P 7413, P 2193,
P 7195, P 7417, P 7212, P 7418, P 7231, P 7430, P 7256, P 7374, P 7431, P 7174,
P 7393, P 7531 e na geragao T4 de duas plantas do evento P 1397 e do evento P
2193 foram analisadas.

Nesta analise para numero de copias inseridas, o gene endogeno da
lectina (GmLec, Acesso No. K00821) foi utilizado como gene referéncia para a
normalizagao por ser espécie especifico e apresentar apenas uma copia no genoma
hapléide de soja (Meyer, 1994). Os pares de primers e a sonda especificos para os
gene alvo AIDREB2A e gene de referéncia GmlLec foram desenhados com o

programa Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) (Tabela 02).

Tabela 2 -Sequéncias de primers e sondas dos genes AtDREB2A e GmLec, usados
para o calculo do numero de cépias inseridas no genoma da soja, € 0
tamanho esperado do fragmento amplificado.

Gene Primer Foward Primer Reverse Sonda Fl;:at%?e
5 5
GmlLec TCCCGAGTGGGTGAGGATAG 5 CATGCGATTCCCCAGGTATG3 TETTCTCTGCTGC 65pb
3 CACGGGACTCG &
AtDREB2 5 5 o
CCGAGAGTCAACAAAGTGGTT CGAGCTGAAACGGAGGTATTCC FAMCCGCTACAAA 69 pb
A T3 3 GCCTC 3'

As amostras dos eventos transgénicos e da planta controle BR16
foram analisadas em trés experimentos independentes, cada experimento
constituido de uma placa, onde cada amostra foi amplificada em ftriplicatas. As
reagdes de amplificacdo foram realizadas utilizando o kit TagMan® PreAmp Master
Mix (Applied Biosystems) conforme instrucbes do fabricante e conduzidas em

termociclador 7300 Real Time System (Applied Biosystem), nas seguintes condi¢des
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de ciclagem: 50°C por 2 min, denaturagcao de 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos
de 95°C por 15 s e 60°C por 1min. As eficiéncias de amplificagdo para cada par de
primers foram realizadas como ja descrito em itens anteriores. Os resultados obtidos

foram analisados por dois métodos diferentes de quantificacao relativa.

2.3.1 Método 2°2¢Y2

A expressado relativa do transcrito AtDREB2A foi determinada
através do método 272 (Livak e Schmittgen, 2001) utilizando a expressao relativa do
gene da lectina como normalizador e como amostra calibradora.

2"2% ser valida, as eficiéncias da amplificacdo do

Para a metodologia
alvo e da referéncia devem ser aproximadamente iguais, uma maneira de se
observar isso é analisar como o ACt varia com o modelo da diluicdo. Foi gerada
entao, diluicdes seriadas e conhecidas do cDNA alvo e do gene de referéncia (10°,
107, 102, 10, 10™* e 107°), a diferenca destes resultou nos valores de ACt, que
foram plotados em funcéo do logaritmo da diluigao.

O numero de cépias foi calculado pela diferenca entre o valor de Ct
do gene alvo pelo do gene de referéncia. No calculo do numero de copias da
geragdo To a formula 22°Y2 foi modificada para 2°%!, uma vez que as plantas sdo
hemizigotas nessa geracéo, e multiplicada por dois, para corrigir a proporgéo 2:1 do
gene endogeno para o transgene. A cultivar BR16 nao transformada foi utilizada

como controle negativo (Livak e Schmittgen, 2001).

2.4  ANALISE DA EXPRESSAO RELATIVA DO GENE ATDREB2A EM PLANTAS DE SOJA
GMs

2.4.1 Experimento de Desidratagao Celular

Para a analise do nivel de expressao relativa do gene AtDREBZ2A, os
eventos positivos P 1397 e P 2193 foram submetidos a um experimento de
desidratacdo celular. Para a obtencdo do material biolégico, as plantas foram
cultivadas em latossolo vermelho distroférrico por 60 dias, em casa de vegetagao,
utilizando irrigagdo por gotejamento (duas vezes ao dia por 5 min) e com
temperatura de 28°C £3°C.

O experimento (Kariola et al., 2006) foi realizado coletando-se um
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trifélio de cada planta a ser analisada (P 1397 e P 2193 nas geragdes Ty e T4). Cada
foliolo do trifélio foi segmentado em 3 partes, cada um representando as repeti¢cdes
técnicas (R1, R2 e R3) do experimento (Figura 03). Trifélios da cultivar BR16 nao
transformada foram utilizados como controles negativos e os tratamentos aplicados
foram constituidos de trés tempos de desidratagcédo celular. A amostra controle (TO
min) foi coletada e estocada imediatamente em nitrogénio liquido, enquanto as
amostras T30 min e T90 min de tratamento foram submetidas ao estresse de
desidratacao celular em camara climatizada BOD, a 30°C e 59 % umidade, por 30 e
90 min, respectivamente. Apds a aplicagdo do estresse, as amostras foram imersas
em nitrogénio liquido e imediatamente armazenadas a -80°C até o momento da

extracdo do RNA total.

Figura 3 - Trifélio de soja esquematizando os tratamentos do experimento de
desidratagao celular, TO min (controle), T30 min e T90 min. Cada foliolo
foi dividido em trés partes e as amostras submetidas ao estresse de
desidratacdo em camara climatizada BOD, a 30°C e 60 % umidade. R 1,
R 2 e R 3 indicam as repeticdes de cada tempo de tratamento, estas
foram retiradas de uma posic¢ao diferente em cada um dos foliolos.

2.4.2 Experimento de Hidroponia

Para simular a condigdo de déficit hidrico nas raizes das plantas
positivas selecionadas, um experimento de hidroponia foi instalado (Martins et al.,
2008).

Dessa maneira, sementes do evento P 2193 (geracdo T,, vindas da
planta 6 da geragcdo Ti) e da planta controle BR16 nao transformada foram
germinadas em camera de crescimento (30°C e 60% de umidade) por

aproximadamente quatro dias, e a seguir, as plantulas foram transferidas para
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suportes de polipropileno expandido apoiados em caixas plasticas (36 L) contendo
solugdo nutritiva (Hewitt, 1963) de modo que as raizes ficassem imersas. O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo.No estagio de crescimento V;
(plantas que possuem 18 a 23 cm de altura, quatro nés e foliolos desdobrados), uma
reacdo de PCR com primers especificos para a construgcao rd29A:AtDREBZ2A foi
realizada, as plantas positivas identificadas e submetidas ao estresse de déficit
hidrico. O tratamento foi aplicado esgotando-se a solugdo nutritiva das caixas, e
expondo as raizes a desidratacédo; no escuro, conforme Martins et al., (2008). Os
tratamentos foram de TO min (controle - sem estresse), T30 min de estresse, T60
min de estresse e T90 min de estresse. Os tratamentos foram realizados em
triplicatas, onde cada planta foi considerada como uma repeticdo. Durante a
aplicacdo dos tratamentos foram mantidas condigdes controladas de temperatura
(30 £ 2°C) e umidade relativa (60 £ 5%) na casa de vegetagdo. Os tempos de
tratamento foram rigorosamente cronometrados e a coleta do material foi realizada o
mais rapidamente possivel, coletando as amostras em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenando-as a -80 °C, para evitar possiveis diferencas de
expressao génica decorrentes da manipulagao dos tecidos.

Durante a imposicdo dos tratamentos, a taxa fotossintética, a
condutancia estomatica, a taxa de transpiracdo e a diferengca da temperatura do
ambiente e da temperatura foliar foram medidas utilizando-se o equipamento portatil
de medigao de fotossintese LI-6400 (Portable Photosynthesis System). As medi¢des
foram realizadas nas triplicatas de cada tratamento,e todas as plantas analisadas

tiveram medic¢des individuais realizadas.

2.4.3 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

O RNA total das amostras P 1397, P 2193 e BR16 (planta controle
nao transgénica) submetidas a ambos os experimentos foi extraido com o reagente
Trizol (Invitrogen), conforme recomendacgdes do fabricante. A seguir, para a sintese
do cDNA, 5 ug de RNA total tratado com DNAse foi transcrito em primeira fita
utilizando transcriptase reversa M-MLV conforme recomendagdes do fabricante. O
cDNA foi quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop 1000) e a integridade foi

analisada em 1% gel de agarose com tampao SB.
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2.4.4 Quantificacdo da Expressao Génica Relativa via PCR Quantitativo (qQPCR)

Os niveis de expressdo génica das amostras transgénicas e do
controle BR16 submetidos a desidratacdo celular e ao estresse hidrico por
hidroponia foram analisados por PCR quantitativo (qPCR). Para normalizagdo da
reagcdo, os genes GmrRNA18S (Acesso No.: X02623.1) e Gmpf_actina foram
utilizados como referéncia (Bhatia et al., 1994) (Peng et al., 2007). A referéncia
Gmp_actina nao foi utilizada no experimento de desidratagao celular da geragao Ty.
Os pares de primers e as sondas foram desenhados pelo programa Primer Express
2.0 (Applied Biosystem) e o assay AtDREBZ2A foi desenhado pela Applied
Biosystems (Tabela 03).

Tabela 3 -Sequéncias de primers e sondas dos genes GmrRNA18S, GmQB_actina e
AtDREBZ2A, utilizados para analise de expressdao génica e o tamanho
esperado dos fragmentos amplificados.

Gene Primer Forward Primer Reverse Sonda Fragmentos

5 5 5
GmrRNA18S GGTTGACAGACTGA CAAATCGCTCCAACTAAGAA VICCACCACCCATAGAAT 76 pb

GAGCTCTTTC 3 c3 CAA 3
5 5 5
GmB actina TTGCCTGATGGACA CAATCAGAGAAGGCTGGAA AGGTTCTGAGAGATTCCG 79 pb
GGTCATT 3 CAGT 3 TTGCCCAGA 3
5 5 5
AtDREB2A  CCGAGAGTCAACAA GGGAAGCTTGCCATAGATG FAMCCGCTACAAAGCCTC — /9PP
AGTGGTTTT 3 CAATTCAATCAAACT 3 AACTACGGAATACCT 3
5 5 5
AtDREB2A
OREL CAGGCCCGAGAGTC GAGGTATTCCGTAGTTGAG  TAGCGGATCAAAACCAC 62 pb
y AACAAA 3 GCTTT 3 3

As amostras foram amplificadas para o gene alvo AtDREB2A e para
os genes referéncia GmrRNA18S e Gmp_actina utilizado o kit TagMan® PreAmp
Master Mix (Applied Biosystems) conforme as instru¢cdes do fabricante. Apenas na
geragcdo To do experimento de desidratacao celular o gene Gmp_actina nao foi
utilizado como referéncia.

As reagdes foram conduzidas em triplicatas biologicas e técnicas no
termociclador 7300 Real Time System (Applied Biosystem), nas seguintes condi¢des
de ciclagem: 50°C por 2 min, denaturagdo de 95°C por 10 min, seguidos de 40-45
ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min para o experimento de desidratacao
celular na geracédo Ty. Para quantificacdo da expressao génica no experimento de
desidratagéo celular (geracao Ty) foram utilizados o par de primers e a sonda, ja na

geragcdo T1 e no experimento de hidroponia foi utilizado o assay AtDREB2A. As
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melhores concentragdes da sonda, dos primers e do assay foram otimizadas e
curvas de diluicao de cDNA, obtidas pelos valores de Ct gerados nas amplificagdes.
Essas curvas de diluicdo geraram a equacéo da reta, onde o valor do slope que
representa a inclinacdo da reta é utilizado na formula de eficiéncia de amplificacao
(E= 10C1/slore) 1),

Na analise dos dados de expressao génica das amostras testadas
foi utilizado o programa RESTmsc (Relative Expression Software Tool) (Pfaffl et al.,
2002). Esse programa introduz técnicas de randomizagao e bootstrapping, utilizando
intervalos de confianga que avaliam a significancia estatistica dos desvios e sua
provavel magnitude. A aleatorizagao utilizada pelo programa leva em consideragao
que se qualquer variagcao perceptivel entre as amostras e o controle ocorrer devido
apenas ao acaso, pode-se trocar aleatoriamente valores entre os dois grupos e néo
sera observada diferenga maior. A formula utlizada pelo programa; em que os dados
de Ct sao é:

) ACt alvo (média do calibrador — média da amostra)

Expressao = (E awo

E ACt ref (média do calibrador — média da amostra)
( ref)

onde, E o € a eficiéncia do gene alvo (transgene);
E rf € a eficiéncia do gene referéncia.
Como resultado o programa expressa o numero de vezes que a
expressao relativa do grupo é maior do que os dados da amostra e a probabilidade
do resultado estar correto, indicando se o transcrito € superexpresso, reprimido ou

igual ao calibrador (tratamento que esta sendo utilizado como controle).

3 RESULTADOS

3.1 ALINHAMENTO GLOBAL

Os resultados obtidos das analises in silico de alinhamento global
realizado com as diferentes sequéncias de genes homdélogos DREB, encontrados no
reino vegetal, estd apresentado na arvore filogenética (Figura 04). As sequéncias
foram obtidas do banco de nucleotideos do NCBI, alinhadas pelo Clustal X e a
arvore filogenética desenhada pelo MEGA 4.0.

Alinhamentos realizados pelo programa Clustal X e Vector NTI

Advance™ 10 (Invitrogen) foram utilizados principalmente no desenho de primers,
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tendo-se um cuidado maior no desenho das sondas, ja que estas sao as primeiras a
se alinharem na reacédo de PCR quantitativo. Estes foram realizados para verificagao
de regides ndo alinhadas entre as diferentes sequéncias DREB provenientes da soja
com a sequéncia AtDREBZ2A, isolada de Arabidopsis thaliana, inserida no genoma
da soja, visando garantir que os fragmentos gerados pelas reacbes de PCR

quantitativo fossem resultado apenas da expressao génica do transgene.

Figura 4 -
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3.2  OBTENGCAO DE PLANTAS DE SOJA GENETICAMENTE MODIFICADAS

Para a obtencao das plantas de soja GMs contendo a construgao
génica rd29A:AtDREB2A foram bombardeados 6.537 embrides provenientes da
cultivar BR16. Das 4.185 plantas que multibrotaram e se desenvolveram na camara
de crescimento, 920 foram testadas para a presencga da insergdo génica, via PCR,
utilizando pares de primers especificos (Figura 05).

Figura 5 - Analise eletroforética para a verificagdo de eventos positivos, amplificando
fragmentos (1975 pb — promotor ao terminador) da construgédo génica
rd29A:AtDREB2A. Como controles foram utilizados: plasmidio AIDREBZ2A
-DREB2A e DREB2A/Dral (DNA digerido com a enzima de restricao Dra),
controle negativo — amostra da cultivar BR16 ndo transformada e branco
(contaminagcdo da amostra). Para cada evento foram realizadas duas
extragdes de DNA independentes, de plantas na geragao Ty.

[ U el el e e Ot ol ool DR e B e =0 E =l el =0 B o el e e T =0 R el = R D= R B e ]

[l el B D e R =R =1 =1 R A R LR L L =R e = R A R =R =R e R = = = IR e A e e

I R i K R kR i ki R K R A I e A A A M e e e e

[ SN S N o o ol [l oy oty ol iy s s [l | e S T S S o ol P ) ol o o o

of |t | ot ok | o |2t ot || ot [ ok [ o [t [ || ot (o | | [ || o | | || |

= ET SR E R E E R E E R T E R E E R E M E E R e =

olo|lo|le|le|lo|lo|la|le|le|la|la|e|lac|e|la|le|la|e|le|le|lo|la|la|a|la|le|la|la|la|a|a
@lo|o|(o|o|o|o|e|o|o|o|o|o|e|e|(o|o|o|e|(e|o|(o|o|o|o|(o|o|D|O|D|D|o|D =2 K-} @
HEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEmrnEEInE
g IR =g pagaypay pay poh Py =) ) D) P e Py Dol el p=g g pe g e e e e L L =R =g =g = = a A e B A A
|| |G| @G| ||| | a|dla|alala|aldalelsls s -
EmmmﬁmmmmmmnjmmmmmmnjmmmmmmnjmmmmmcﬁnjEEEE;
HE R S E B B B R R R R R B B R B e e B B B B R R R B B R R SR R R R HEE

2 = A !
i 1
S Senmmnn s - E
-
- ,
- -
- -
- -

ol |m|w|w |~ |o|o|e|x|o|n|o oo | |o = |w]o|w |~ o] —|w|oe|® |2 o] =] o

o b A A R = =1 = e G R A T e S L R A = = R E = A R A e

I i b b e i R R R R e il sl A T A A A P M e e A e e

[ S T [ i ) el [ o [y e (e e e [ [l |y e ) [ R T S SN o T P ) o S e

of | | o (of | o | o [ of || o (o o | o (o (o | | ok (o | | ok [ of | | o [ | o | o (| (e ||| |

=R E I ETE R E I E E E R E E S E E R E E R R R R R e =

olo|lo|le|lg|lo|lo|lo|le|le|lo|lo|le|lo|o|le|lz|o|le|le|le|le|la|lo|le|le|e|le|la|lo|lz|a
3 Al Al el e Al Al A e e e e A e e e R O A A A A A A A A A R A e kA A =le @
HEEEEEEEEEBEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEr T RnE
Sl e e e L L L L L e e e e e e e e e e e e e o e e e e e e A S R e
|G| E|lE|v|d|w|E|d|la|lv|a|d|v|d|d|lv|b|d|a|d|a|lv|a|ld|la|a|ld|lv|a|ldalE|ls|s = -
EIJEIJE05lEIJEIJEIJEIJEIJE0505IJEIJSmmmﬁﬁmmmmmﬁﬁﬁmmmmﬁﬁEEEEE
Elg|z|=z|=|x|=x|5|=|5|= %= 2|51 |=x 5|5 |= (5|25 5|5 (=5 2|55 |2 |=x|5|=|S|=]=]|E

"

..‘ - :u.lr s
!--- ELLI L L L L L L L Ll LRl LI L L LY T -
- E
i -
- -

Os resultados de PCR indicaram que das 920 plantas testadas, 498
foram positivas, das quais 341 morreram na etapa de cultura de tecidos e 79 na

transferéncia e aclimatacédo para a casa de vegetacédo, restando apenas 78 plantas
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PCR positivas vivas. Isso resulta em uma eficiéncia de transformacao de 1,19%, se
considerado o numero total de embrides bombardeados e o numero de plantas
positivas sobreviventes.

Para avaliar a possibilidade de quimerizacao na parte aérea de cada
planta, uma PCR que amplifica fragmentos do transgene inserido, foi realizada
utilizando-se DNA extraido de trés amostras de tecido foliar coletados em diferentes
partes das plantas AtDREB2A P 1397 e P 2193, na geracao T, (Figura 06).

Figura 6 - Andlise eletroforética para verificar a ocorréncia de quimerizagdo. Trés
diferentes amostras de DNA coletadas dos eventos P 1397 e P 2193
foram avaliadas e amplificadas com o par de primers especificos para a
construgdo génica rd29A:AtDREB2A (1975 pb). Controle positivo:
plasmidio AtDREB2A -29ADREB2A e 29ADREB2A-Dral (DNA digerido
com a enzima de restricao Dral), controle negativo — amostra da cultivar
BR16 nao transformada e branco (contaminagdo da amostra).

Controle Negativo

P1397 (amostra 1)
P1397 (amostra 2)
P1397 {amostra 3)
P2193 (amostra 1)
P2193 (amostra 2)
P2193 (amostra 3)
29ADreb2A-Dral

1Kk Plus

Foi calculada a segregacgao do transgene no evento positivo P 2193,
unico evento até o momento em geragdes mais avangadas. Os resultados indicaram
que esse evento obedece a 12 Lei de Mendel em todas as plantas avaliadas na
geracao T¢ e ndo obedece a 12 Lei de Mendel nas plantas P 2193.2 e P 2193.7 da
geragao T, (Tabela 04).
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Tabela 4 - Teste de qui-quadrado com base nas leis de segregacao Mendeliana
realizado para calcular a segregacao do transgene AtDREBZ2A no evento
P 2193, nas geracgdes T1 e T».

Evento e Geracéo Total de Plantas _ Plantas Positivas _ Plantas Negativas (O — E)*/E Significancia*

P 2193 T, 10 7 3 0,1333 NS
P 21931 T, 51 44 7 3.4575 NS
P2193.2T, 45 0 45 135 S
P 21933 T, 52 37 15 0,410 NS
P 21934 T, 28 25 3 3,048 NS
P 21935T, 46 29 17 3,507 NS
P 2193.6 T, 38 18 20 15,474 NS
P 2193.7 T, 26 0 26 78 S

*Significancia: probabilidade de 0,01 de rejeitar acidentalmente uma hipétese nula verdadeira, ou
seja, que o0 gene segrega nha mesma proporgéo que a 1?2 Lei de Mendel.

3.3 Analise do Numero de Copias do Transgene AtDREB2A no Genoma da Soja

Para caracterizar o numero de copias do transgene inseridas no
genoma das plantas de soja GMs, foram selecionados diferentes eventos na
geragcao Ty, incluindo os eventos P 1397 e P 2193, e na geragdao T foram
selecionadas 2 plantas provenientes do evento P 1397 e 2 resultantes do evento P
2193. O numero de copias foi calculado com base na quantificagdo relativa dos
transcritos.

Depois da otimizacdo do processo e do calculo da eficiéncia dos
primers, 1,02 para o transgene AtDREBZ2A e 0,97 para o gene GmLectina, 0 numero
de copias do transgene AtDREBZ2A foi calculado utilizando-se o método 2"2. Os
resultados mostraram que os diferentes eventos analisados possuem de 2 a 50
copias do transgene (Tabela 05).

22Ct ¥ 2 nas

A equacédo utilizada na analise foi modificada para
plantas Ty, pois, em razdo da inser¢do do transgene, elas sdo hemizigoticas para o
gene AtDREBZ2A, portanto, cada planta possui apenas uma coépia do transgene
inserido no genoma dipldide, assim n&o se divide o valor por dois e multiplica-se o
valor do resultado por dois para corrigir a proporgao 2:1 do gene lectina em

comparagao com o transgene inserido num genoma dipldide.
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Tabela 5 -Determinacdo do numero de coépias do transgene AIDREBZ2A nas
geragbes To e T4, por PCR quantitativo utilizando o método 24C2. A 12
coluna apresenta os eventos selecionados; a 22 e 32 mostram os
resultados dos experimentos independentes e na 42 coluna a média dos
trés experimentos, a 52, 62, 92 mostram, respectivamente, o desvio padrao

(SD), coeficiente de variagao (CV%) e o numero de copias estimado.

12 2
Experimen Experimen
to to
— .
Amostr Me_g(!t SD 27t CV% 27Ct SD+ SD- N (_ie
a az2 cOpias
P1397 1595 10,35 1315 3,96 30,15 17,11 9.18 9at7
7186 8,39 5,73 7,06 1,88 26,60 8,94 5,18 5a9
P 7413 4,95 3,98 4,47 0,69 15,45 5,16 3,78 4as
P2193 96638 22589 o0 52361 87,83 1119,74 /%53  Elevado
P 7195 9,36 6,74 8,05 1,85 23,00 9,91 6,20 6a10
P 7417 4,05 2,92 3,49 0,80 22,95 4,29 2,69 a4
P 7212 6,84 5,09 5,97 1,24 20,75 7,21 4,73 s5a7
P 7418 7.9 5,66 6,78 1,58 23,44 8,37 5,19 5a8
P 7231 6,23 4,25 5,24 1,40 26,72 6,64 3,84 4a7
P 7430 4,33 3,2 3,77 0,80 21,13 4,56 2,97 3as
P 7256 9,44 488 7,16 3,22 45,12 10,39 3,93 4210
P 7374 3,12 2,32 2,72 0,57 20,86 3,29 2,15 2a4
P 7431 14 856 11,28 3,84 34,07 15,12 7,44 7a1s5
P 7174 6,17 3,88 5,03 1,62 32,26 6,65 3,41 3a7
P 7393 4,61 3,15 3,88 1,03 26,62 4,91 2,85 3a5b
P 7531 9,23 5,91 7,57 2,34 30,94 9,91 5,23 5a10
P 0,05 Negativa***
1397.1 0,07 0,05 0,06 0,01 20,41 0,07
(T4)*
P 1,44 1a3
1397.2 2,94 1,7 2,32 0,88 37,85 3,20
(T4)
P 0,48 Negativa
2193.8 0,76 0,53 0,65 0,16 25,29 0,81
(T4)
P 1,70 2a5
2193.9 4,14 212 3,13x 1,43 45,68 4,56

(T4)

*Amostras com (T1) indicam amostras descendentes da geragdo To, ou seja, geragao Tq. Os resultados do
numero de cépias da geragdo T4 foram divididos por dois, ja que essas plantas deixaram de ser hemizigotas.
Numero seguido do ponto nas plantas T indicam qual descende foi analisado.

**Valores elevados de fluorescéncia produzem saturagéo do sinal, levando imprecisédo no resultado.

*** Amostras com valores menores que 1 sdo considerados como negativas

De acordo com esses resultados, pode-se verificar que dentre as
plantas analisadas na geragao T4, quando comparadas com os resultados da

geragdo Top, as plantas P1397.1, P 1397.2, P 2193.8 e P 2193.9 perderam

respectivamente, todas, duas, 48 e 47 codpias do transgene durante o processo de
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segregacao.

3.4  ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DO TRANSGENE AtDREB2A Em SoJA GM SoB
CONDICOES DE ESTRESSES ABIOTICOS

Amostras de folhas dos eventos P 1397 e P 2193 foram submetidas
ao estresse de desidratagao celular (geragéo Ty € T4), enquanto amostras de folhas
e raizes do evento P 2193 foram submetidas ao estresse por déficit hidrico, através
do sistema de hidroponia (geracao T) visando avaliar a expressao génica relativa do
transgene AtDREBZ2A pela técnica de PCR quantitativo. Em ambos os experimentos
os niveis dos transcritos de AtDREBZ2A apés 30 e 90 minutos de estresse, e 60 min
no experimento de hidroponia, foram comparados com os respectivos tempos da
cultivar BR16, bem como em relacdo ao tempo zero de indugcdo de cada evento
transgénico. Os valores de eficiéncia de cada set de primers e sonda esta

demonstrado na tabela 06.

Tabela 6 - Valores de eficiéncia calculada para cada gene na quantificagéo relativa
do transgene AtDREBZ2A. Valores calculados pela curva de diluigao do
cDNA dos valores dos experimentos, dado o slope de cada curva.

Gene Geragao Experimento Valor
AtDREB2A To Desidratagao Celular 2,03
GmrRNA18S To Desidratagéo Celular 2,01
AtDREB2A TieT, Desidratagédo Celular e Hidroponia 2,04
GmrRNA18S TieT, Desidratacéo Celular e Hidroponia 1,86
Gmp_actina TieT, Desidratacéo Celular e Hidroponia 1,93

3.4.1 Expressdo Génica do Transgene AtDREB2A em Ensaios de Desidratagao

Celular

Os resultados de expressdo génica dos eventos transgénicos nos
experimentos de desidratagao celular resultantes da analise com base no programa

REST msc estao plotados na tabela 07.
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Tabela 7 - Expressédo Relativa do transgene AIDREB2A analisada pelo programa
RESTmsc. O Erro Padrdo (SE) € calculado em relagdo a mediana,
p_value (0,1). Valores UP (do inglés up-regulated) presentes no grafico
indicam valores significativamente diferentes do grupo controle.

Experiment | Calibrador | Evento | Tempo | Expressao Perfil de SE p_va
o) expressao* lue
Desidrataca BR16 P 1397 | 0 min 1,991 - 12,261 0,559
(o] T0
30 min 89,208 - +138,101 | 0,110
90 min 5,079 - 19,766 | 0,241
P 2193 | 0 min 725 - +1744,79 | 0,144
0
30 min 535,159 Up +1308,68 | 0,004
1
90 min 146,062 UpP +202,961 | 0,003
P 1397 TO | P 1397 | 30 min 142,105 UpP 184,876 | 0,001
min
90 min 36,960 UpP 164,366 | 0,038
P 2193 TO | P 2193 | 30 min 2,34 - 619,256 | 0,931
min
90 min 2,918 - +4,09E+ | 0,692
05
Desidrataga BR16 P 1397 | 0 min 11,287 UpP +12,913 | 0,072
(o] T1
30 min 0,861 - +1,104 | 0,965
90 min 0,001 UpP 10,002 | 0,022
P 2193 | 0 min 111,091 UpP 247,048 | 0,081
30 min 0,275 - 0,312 | 0,545
90 min 8,298 - 10,502 | 0,141
P 1397 TO | P 1397 | 30 min 0,353 - 10,412 | 0,454
min
90 min 1,032 - +162,985 | 0,996
P 2193 TO | P 2193 | 30 min 2,340 - 16,193 | 0,931
min
90 min 2,918 - 4,435 | 0,669

*Perfil de expressao determinado quando os valores de expressao das plantas sob estresse hidrico divergem do
controle pelos testes de aleatorizagdo (n=2000 iteragdes) a 10% de probabilidade.

Na geragdo T, os resultados mostraram que o evento P 1397
expressou o transgene AfDREBZ2A nos tratamentos T30 min e T90 min de
desidratacdo celular 142,105 vezes (p>0,001) e 36,96 vezes (p>0,038) quando
comparado com a condigéo controle (tempo 0 min) (Figura 07). Ja o evento P 2193,
quando submetido as mesmas condicdes de tratamento, apresentou um aumento na
expressao génica relativa do transgene de 2,34 vezes mais no tempo T30 min e
2,918 vezes mais no tempo T90 min, porém, de acordo com analise estatistica, n&o
houve expressdo génica diferencial do transgene nestes tratamentos quando
comparados com o respectivo controle (p>0,1) (Figura 07).

Quando avaliados na geragcdo T4, o0 transgene nao foi

diferencialmente expresso em nenhum dos dois eventos avaliados, mesmo apos 90
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min de estresse hidrico. Apenas na P 1397, a expressao do transgene foi de 0,412
(p>0,454) no T 90 min, demonstrando dessa forma de forma nao significativa, a
represséo do transgene.

Quando os niveis dos transcritos de AtDREBZ2A, na geracéo To, no
evento transgénico P2193 foram comparados com os da cultivar BR16, néao
transformada, os valores de expressao foram elevados, atingindo os valores de 725,
535,159 e 146,062 vezes mais expressos respectivamente, nos tempos de TO, T30 e
T90 min, e estatisticamente significativos em T30 e T90 (p>0,144, p>0,004 e
p>0,003). No entanto, tal resultado nao foi observado no evento P1397, onde os
maiores niveis dos transcritos de AtDREBZ2A foram observados apds 90 min de
estresse (5,079, p>0,241), e em todos os tempos os valores ndo foram
estatisticamente significativos.

De modo similar, quando avaliada na geragao T4, os elevados niveis
dos transcritos de AtDREB2A se mantiveram no evento P 2193 (TO — 111,091 vezes;
T30min — 0,275 vezes e T90 min 8,298 vezes), principalmente apdés 90 min de
estresse, no entanto, em P 1397 houve uma redugao nos niveis de expressao do
transgene.

Quando comparados os niveis de expressao obtidos nas geragdes
To e T4 dos eventos positivos P 1397 e P 2193 com o tempo TO min de cada evento,
(Figura 07B) observou-se que a expressdao do transgene diminuiu em todos os
tempos da geragcao T1 em comparagao com a geracgao Ty.

Ao avaliar os valores de expressao dos dois eventos transgénicos
nas geragdes Tp e T4 submetidas a desidratagéo celular e utilizando no calculo de
expressao o tempo TO min de cada evento, os resultados mostraram que a planta P

1397 na geracgao T, teve maior expressao génica (Figura 7B).



70

Figura 7 - Comparagao da expressao génica relativa do transgene AtDREBZ2A nas
geragbes Tp e T1 do eventos P 1397 e P 2193, sob condigbes de
desidratacédo celular. A expressao do transgene foi normalizada com os
genes referéncias GmrRNA18S na geragdago To e Gmp_actina e
GmrRNA18S na geragédo Tq e calibrada com relagdo a planta controle
BR16 (A) e com o tempo TO min de cada evento (B). As analises foram
realizadas pelo Programa RESTmsc.
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3.4.2 Experimento de Hidroponia no Evento P 2193 na Geracao T,

Os resultados foram analisados pelo programa RESTmsc que compara
aleatoriamente cada tratamento com seu respectivo controle, ou seja, cada
tratamento do evento P 2193 na geragao T, foi comparado ao tempo controle TO min

e com a planta controle BR16, n&o transformada (Tabela 08).

Tabela 8 - Expressédo Relativa do transgene AtDREBZ2A analisada pelo programa
RESTmsc. O Erro Padrdo (SE) € calculado em relagdo a mediana,
p_value (0,1). Valores UP (do inglés up-regulated) presente no grafico
indicam valores significativamente diferentes do grupo controle.

Experimento | Calibrador | Orgdo | Tempo | Expressido Perfil de SE p_value
Expressao*
Hidroponia BR16 Folha | O min 121,72 UP +114,471 0,001
P 2193 T, 30 min 907,504 UP +146,812 | 0,001
60 min | 1041,993 UP +145,231 | 0,001
90 min 508,671 UP +497,881 | 0,001
Raiz 0 min 901,272 UP +111,396 | 0,001
30 min 857,812 UP +119,971 | 0,001
60 min | 27749,681 UP +137,846 | 0,001
90 min | 1363,157 UP +182,834 | 0,001
P 2193 TO | Folha | 30 min 7,878 - 110,249 0,154
min
Folha 60 min 8,863 - +11,467 0,157
90 min 7,071 - 19,168 0,209
P 2193 TO | Raiz | 30 min 1,653 - +0,898 0,354
min
Raiz 60 min 30,301 UP +11,844 0,003
90 min 4,176 - +3,171 0,151

*Perfil de expressado determinado quando os valores de expressao das plantas sob estresse hidrico divergem do
controle pelos testes de aleatorizagédo (n=2000 iteragdes) a 10% de probabilidade.

A quantificagdo da expressao relativa do transgene AtDREBZ2A foi
realizada na geracéo T, do evento positivo P 2193, sob estresse hidrico em sistema
hidropénico. Comparando as amostras estressadas do evento P 2193 com sua
prépria amostra controle no TO min, pode-se verificar que no tratamento T60 min, o
transgene foi 30 vezes mais expresso em raizes (p>0,003), enquanto que, nos
demais tempos nédo houve rexpressado diferencial (2 e 4 vezes mais, p>0,354 e
p>0,151), nos tempos de T30 min e T90 min (Figura 08). Este resultado de nao
expressao génica foi semelhante ao obtido nas folhas, onde todos os tempos foram
néo estatisticamente significativos.

Quando cada tratamento foliar analisado foi comparado com o

respectivo tratamento na planta controle BR16, o transgene foi superexpresso em
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122x, 907x, 1042x e 509x (p>0,001) respectivamente, nos TO min, T30 min, T60 min
e T90 min. Resultados semelhantes de maiores niveis de expressdo génica, no
tempo de tratamento T60 min, foi observado nas raizes submetidas a hidroponia,
porém, com valores maiores de expressdo génica, sendo o transgene expresso
901x, 858x, 27750x e 1363x mais nas condicdes respectivas de TO min, T30 min,
T60 min e T90 min de tratamento (p>0,001) (Figura 09).

Figura 8 - Comparagdo da expressédo génica relativa do transgene Af{DREBZ2A na
geracdo T, do evento P 2193 em folhas e raizes sob condi¢cdes de
estresse hidrico. A expressdo do transgene foi normalizada com os
genes referéncias GmrRNA18S e Gmf_actina e calibrada com relagao
ao transgene no tempo TO min do mesmo evento. As analises foram
realizadas pelo Programa RESTmsc.
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Figura 9 - Comparagao da expressao génica relativa do transgene AtDREBZ2A na
geragcdo T, do evento P 2193 em folhas e raizes sob condi¢cdes de
estresse hidrico. A expressdo do transgene foi normalizada com os
genes referéncias GmrRNA18S e Gmp_actina e calibrada com os
respectivos tempos da planta controle BR16 (p>0,001). As analises
foram realizadas pelo Programa RESTmsc.
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Como observado na figura 10, o evento P 2193 foi analisado em trés
geracgoes diferentes utilizando como amostra calibradora o tempo controle de TO min
de cada evento. Os resultados demonstraram que na geragéo T, o transgene esta
sendo 0 mais expresso e a diferenga da expressdo € dependente da regido da
planta. A maior expressao observada em todos os experimentos de déficit hidrico
ocorreu no tempo de T60 min da raiz, seguida dos tempos de T60 min, T30 min e
T90 min dos tratamentos nas folhas (dados n&o significativos) e ainda, os tempos de
T30 min e T90 min, nas geragdes Tp e T4, com 2,34 e 2,918 vezes mais expresso
(dados néo significativos). Foi observado também que nas geragdes em que foram

analisados os trés tempos de estresse, o tempo T60 min foi o mais expresso (folha e
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raiz), seguido do tempo de T90 min, com excec¢ao dos resultados da folha na
geracao Tp, e por ultimo o tempo de T30 min (n&o significativo) de tratamento de

estresse.

Figura 10 - Comparagéo da expressao génica relativa do transgene AtDREBZ2A na
geracéo Ty, T1 e T, do evento P 2193 em folhas e raizes sob condi¢des
de estresse hidrico. A expressao do transgene foi normalizada com os
genes referéncias GmrRNA18S na To e GmfB_actina e GmrRNA18S na
T4 e T, e calibrada com relagdo ao transgene no tempo TO min do
mesmo evento em cada um dos experimentos. As analises foram
realizadas pelo Programa RESTmsc.
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As leituras das andlises fisiolégicas realizadas pelo equipamento
portatil LI-6400 durante a aplicagéao do estresse hidrico em sistema de hidroponia
indicaram que na taxa fotossintética e na condutancia estomatica os valores TO min
e T30 min foram significativamente diferentes entre a planta controle BR16 e o
evento GM P 2193, sendo que no TO min o valor da P 2193 foi maior que na BR16 e
os T60 min e T90 min foram significativamente diferentes. Dentro das plantas o
tempo controle foi diferente do T30 min e T60 min, e este igual ao T90 min nas duas
variaveis (Teste de Duncan com p=<0,05) (Figura 11).

A taxa de transpiracdo e a diferenca da temperatura do ambiente e
da temperatura foliar demonstraram que o Unico tempo de estresse estatisticamente
diferente entre as plantas BR16 e o evento P 2193 foi o T30 min. Dentro de cada

planta estudada o tempo T30 min foi igual ao tempo controle e o tempo de estresse
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T60 min foi igual ao T 90 min. Da mesma forma que os valores de taxa fotossintética
e de condutancia estomatica, o evento P 2193 apresentou os maiores valores no TO
min quando comparado com a BR16 n&o transformada (Teste de Duncan com
p<0,05) (Figura 11).

Figura 11 - Respostas fisiolégicas da planta controle BR 16 e do evento transgénico
P 2193 nédo estressados e estressados. Os tempos de estresse foram de
T30 min, T60 min e T90 min. A Taxa Fotossintética, B Condutancia
Estomatica, C Taxa de Transpiracdo, D Temperatura do Ambiente —
Temperatura Foliar. Os tracos verticais entre as linhas correspondem ao
erro padrao. Nos pontos onde os tracos ndo se sobrepbem indicam
diferencas pelo teste de Duncan (p<0,05).
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4 DISCUSSAO

A arvore filogenética gerada a partir do alinhamento de varias
sequéncias de DREB2A homologos, provenientes de diferentes espécies vegetais,
mostrou que pequenas diferengas encontradas nas regides nao conservadas
(Sakuma et al., 2006) dos genes da familia DREB, foram diferenciadas, indicando
quais genes sao filogeneticamente mais proximos.

Dessa maneira, os dados relacionados com os dominios dos genes
DREB (de diversos organismos) demonstraram uma alta similaridade dentro dessa
familia, ja relatada por Sakuma et al., (2006b) que mostrou que os genes da familia
DREB possuem um dominio altamente conservado, o AP2 (Riechmann e
Meyerowitz, 1998; Sakuma et al., 2002). O transgene AtDREBZA, isolado de
Arabidopsis thaliana, esta no mesmo ramo filogenético que o gene DREBZ2 de Oryza
sativa (arroz) e relativamente proximo do gene DREBZ2 de Glycine max (soja),
sugerindo que a maquinaria da célula da soja poderia reconhecer e transcrever o
gene de A. thaliana por possuir provavelmente as mesmas sequéncias nos locais de
reconhecimento do gene enddgeno (Sakuma et al., 2002).

Nos ultimos anos, plantas geneticamente modificadas para o
aumento da tolerdncia a seca vém sendo obtidas através dos processos de
transformacao genética vegetal (Dhekney et al., 2009). Nesse contexto, a soja e
outras culturas de grande importancia econémica vém passando por processos de
transformacao objetivando-se reduzir as perdas de produtividade.

Dentre as espécies vegetais que estdo sendo transformadas
destaca-se o arroz. Nesta cultura dentre os genes inseridos esta o fator de
transcricdo AP37, da familia APETALA2 (AP2) — mesma familia do fator de
transcricdo AtDREB2A, que foi superexpresso, sob controle do promotor constitutivo
OsOc1 (Oh et al.,, 2009). A insercao deste gene resultou em um aumento da
tolerancia a seca, ao frio e a alta salinidade em plantas de arroz GMs durante a fase
vegetativa, e também em um aumento da produtividade de 16% a 57%, quando
comparadas as plantas controle estressadas (Oh et al., 2009).

Estudos realizados em milho também propiciaram um aumento da
tolerancia desta cultura a seca, como observado no trabalho de Nelson et al., (2005)
que inseriu no milho, o fator de transcricdo ZmNF-YB1 da familia do fator nuclear Y

(NF-Y). Sob mecanismos ainda desconhecidos, essas plantas transgénicas
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desenvolveram a habilidade de maior tolerancia a seca, como observado pelos
parametros fisioldgicos relativos ao estresse, incluindo o teor de clorofila,
condutancia estomatica, temperatura foliar, murchamento e manutengdo da
fotossintese. Estes mecanismos associados contribuem para a diminuicdo da perda
na produtividade de graos de milho, sob condi¢des limitadas de agua no solo.

Em tabaco, a insercdo do gene que transcreve a enzima
isopenteniltransferase, envolvida na senescéncia, retardou o processo catabdlico no
tecido foliar de plantas florescidas, sob condicdes de seca. Essas plantas
transgénicas mantiveram alto conteudo de agua e fotossintese reduzida,
apresentando rendimento minimo quando regadas com 30% da agua necessaria
para o desenvolvimento normal da planta (Rivero, et al., 2007).

Em soja, um estudo foi realizado por Valente et al., (2008) que
inseriu na cultura sob regulagdo do promotor constitutivo 35S o gene BIiP, que
transcreve uma chaperona atuante no reticulo endoplasmatico, em condi¢cbes de
desidratacdo. Esse mecanismo de tolerancia a seca, ainda desconhecido, mas
relacionado ao reticulo endoplasmatico, foi observado quando estas plantas
transgénicas superexpressando o gene BiP, apresentaram as seguintes
caracteristicas: pequena diminuicdo no potencial de agua, suas folhas néo
mostraram murchas, seus estdmatos nao se fecharam como nas plantas controles e
suas taxas de fotossintese e transpiracdo tornaram-se menos inibidas quando
comparadas com o tratamento controle (Valente et al., 2008).

Outras pesquisas ainda, visando a obtencao de soja GM com maior
tolerancia a seca tém sido realizadas por nosso grupo de pesquisa, na Embrapa
Soja. Utilizando o gene AtDREB1A e o promotor estresse induzido RD29A, embrides
de soja foram transformados. Este gene transcreve o fator de transcricado DREB1A,
ligante na regido DRE dos promotores de genes que respondem ao déficit hidrico,
frio e salinidade. Beneventi (2006) caracterizou o evento P58, positivo para o
transgene Af{DREB1A, que apds submetido a condigdes de déficit hidrico, mostrou
ser mais tolerante ao estresse quando comparado a planta controle.

No presente trabalho, foram obtidas 78 plantas positivas e vivas para
o transgene AIDREB2A CA. Este gene foi primeiramente estudado pelos
pesquisadores do JIRCAS que o caracterizaram como sendo um fator de transcricao
com um dominio regulatério negativo (entre os nucleotideos 136 a 165). Esse gene

e similares de outras espécies foram superexpressos em varias espécies vegetais,
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resultando em plantas de milho (Qin et al., 2007), arroz (Dubouzet et al., 2003),
girassol (Almogueva et al., 2009), trigo (Terashima e Takumi, 2009), crisantemo e
soja (Chen et al., 2007) mais tolerantes a seca, a salinidade, ao calor e ao peréxido
de hidrogénio (H20.).

Nossos resultados mostraram que embrides de soja foram
transformados com sucesso com a construgao génica rd29A:AtDREB2A CA, através
do processo de biobalistica, obtendo-se uma eficiéncia final de 1,19%, levando-se
em consideracdo o numero de embrides bombardeados e o numero de plantas
positivas vivas e férteis obtidas (Rech et al., 2008). Esta eficiéncia foi considerada
alta quando comparada com a transformacéo via biobalistica realizada em soja com
a construgdo génica DREB1A que foi de 0,38% nas mesmas especificagdes
metodoldgicas (Beneventi, 2006). A eficiéncia de 1,19% justifica-se principalmente
pela perda de plantas na etapa de cultura de tecidos e no processo de aclimatagao
durante o transplantio da areia:vermiculita para vasos de terra, em casa de
vegetacao.

A caracterizagdo dos eventos de soja gerados quanto ao numero de
cbpias do transgene, indicaram que o evento P 2193 apresentou de 72 a 1120
copias na geragao Ty, e nas duas amostras da planta P 2193 da geragao T4 foram
detectados, respectivamente, zero e duas a cinco copias do transgene (segregacéo
dos insertos n&o ligados). Ja no evento P 1397 foi detectado de nove a 17 copias na
geragao Ty e nas duas plantas da geragao Tq,zero e uma a trés copias. Essa perda
de altos numeros de cépias nos dois eventos indica que houve uma insercdo com
varias copias, com isso quando foi perdida uma inser¢ao, perdeu-se varias copias de
uma geragao para outra. Outra resposta € que na geragao T4 as plantas podem ser
tanto homozigéticas como heterozigdticas, e a formula do célculo do numero de
copias leva em consideragao apenas as plantas homozigodticas, ja que divide o valor
final obtido por dois, para levar em consideragdo as hemizigoticas, n&o deveria ter-
se divido o valor final por dois. Apesar de eventos com integracdo de multiplas
copias muitas vezes nao possuirem a unidade transcricional completa, e ainda
outros fatores como metilagdo, acetilagdo e remodelamento de cromatina serem
responsaveis pelo silenciamento transcricional e pos-transcricional do transgene em
multiplas copias (Kohli et al., 2006), a planta P 2193 apresentou um alto nivel de
expressao génica, indicando que talvez somente as poucas copias confirmadas nas

geracgdes seguintes estivessem integras. Estudos tém correlacionado esse fato com
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0 numero de copias do transgene, e alguns demonstram que multiplas cépias do
transgene podem induzir a niveis maiores do transcrito quando comparados com um
evento com uma copia do transgene homologo (Kohli et al., 2006). Quanto aos
outros eventos de soja positivos gerados e quantificados, na geragao Ty, os valores
de cépias inseridas do transgene AtDREBZ2A CA variaram de 2 a 15. Este fato mais
uma vez, corrobora a premissa de que os eventos transgénicos sao independentes e
que as insergdes ocorrem ao acaso no genoma receptor.

Apos a transformacgado, quando o transgene é inserido e integrado
com sucesso, as plantas positivas podem transferi-lo para as geragbes futuras.
Quando este transgene nao estéa ligado a outros genes, eles respondem de acordo
com a 12 Lei de Mendel, que prediz que um gene com dois alelos segrega de
maneira independente, portanto, os seus descendentes na geragédo F, segregam na
proporgcao de 3:1. Como o evento Ty (primeira geragado do transgene), € hemizigoto
calcula-se que as sementes em T1 geradas desse evento (semelhante a F») resultem
da proporgéo esperada da geragdo Mendeliana F,. As plantas geradas da geragéo
T, respondem com a propor¢ao esperada da geragao Fz. Assim, como os resultados
de Rech et al.,, (2008), a planta transformada P 2193, nas geracbdes Ty e Ty,
obedeceu a 1? Lei de Mendel, como observado pelos dados de PCR nas plantas
testadas.

A analise de PCR realizada nas plantas DREB2A positivas P 1397 e
P 2193 indicou que elas ndo sdo quimeras, fato que pode ocorrer quando algumas
células vegetais sado transformadas e outras nao. Esse processo de quimerizagao
pode ser diminuido quando se realiza a selecédo de plantas transformadas utilizando-
se a molécula de imazapir, herbicida da classe das imidazolinonas capaz de se
translocar e se concentrar na regidao meristematica apical dos eixos embrionarios,
impedindo o desenvolvimento de células que nao foram transformadas (Rech et al.,
2008). Em nosso trabalho utilizamos a co-transformagédo do transgene A{DREB2A
CA com o gene AHAS mutante, que transcreve uma enzima funcional que degrada a
herbicida imazapir, usada como molécula seletiva no processo de transformacgao. A
utilizacdo desta metodologia de selecao de embrides transformados otimiza o
processo de transformagao e reduz escapes (Rech et al., 2008).

As anadlises de expressdo génica relativa realizadas nos eventos
GMs P 1397 e P 2193 nas geragbes Ty, T1 € T, (apenas na P 2193), submetidos a

desidratacao celular e hidroponia (geragao T») indicaram que o transgene foi inserido
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em uma regidao de expressdo, ou seja, que foi reconhecido pela maquinaria
enzimatica da célula resultando na sua insercéo e expressao corretas, e ainda que,
a sua introducgao foi provavelmente em regides com eucromatina, onde n&o ocorreu
metilagédo e/ou silenciamento do transgene (Kohli et al., 2006).

Os resultados de expressdo do transgene AtDREB2A CA nos
primeiros tempos do experimento de desidratacdo celular na geracdo T, sugerem
que o transgene ao expressar um fator de transcricdo pode ativar varios genes da
cascata de resposta a desidratagdo em condi¢cbes de déficit hidrico, elevando a
expressdo destes e consequentemente as respostas defensivas vegetais ao
estresse ambiental imposto (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006). No entanto,
neste trabalho a expressao de tais genes downstream induzidos pelo DREB2A nao
foi quantificada, sendo esta uma etapa proposta para o futuro préximo.

O transgene AfDREB2A CA inserido nas plantas de soja teve sua
expressao induzida pelo promotor estresse induzido rd29A, gene atuante na
transducao de sinais nas vias dependente e independente de ABA, como visto pelos
valores de expressao da geragao To no evento P 1397 nos T30 e T90 min de
142,105 e 36,96 (p>0,001 e P>0,038), respectivamente e pelo valor de expressao do
transgene quantificado em raizes do evento P 2193 no T60 min, indicando uma
expressédo de 30,301 (p>0,003). O gene rd29A foi caracterizado por Yamaguchi-
Shinozaki e Shinozaki (1993) quando estudaram sua transcricdo em condi¢des de
déficit hidrico e, observaram que, além da resposta lenta, mediada por ABA, o gene
respondia rapidamente a seca, sugerindo outra rota de transdugado de sinais.
Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki (1994) encontraram ainda na regido promotora
deste gene, a sequéncia DRE, na qual os fatores de transcricido DREBs se ligam.

Em trabalhos de transformagdo com Arabidopsis thaliana (Quist et
al., 2009), Brassica napus (Dalal et al., 2009), Arachis hypogaea L. (Bhatnagar-
Mathur et al., 2007) e Glycine max L. Merril (Beneventi, 2006) foram utilizados
cassetes de expressdo contendo o promotor estresse induzido rd29A, para
regulacéao e expressao de genes em condi¢des especificas de estresse. No trabalho
realizado por Beneventi (2006), o transgene A{DREB1A foi expressou 20.000 vezes
no tratamento de T 90 min de desidratagcdo celular na geragcédo T, e
aproximadamente 13.000 na geragdo T4 resultando em umaumento da tolerancia
das plantas de soja, a condigdes de déficit hidrico.

Como demonstrado pelos valores acima de expressao diferenciada,



82

os dois eventos expressaram o transgene inserido de maneiras diferentes sob
condicdes de estresse hidrico, uma vez que, seus transgenes podem estar inseridos
em locais de diferentes niveis de expressao génica e ainda que o numero de copias
inseridas no genoma pode n&o ser igual para as duas plantas.

Comparando-se a expressao na geragao T4 com a geragao T, da
planta transgéncia P 1397, o nivel de expressao génica foi diminuido, apresentando
repressao do transgene no tempo de T 30 min (0,353 p>0,454) quando comparada
com tempo controle do mesmo evento na geragao T4. Nao se sabe o porqué, mas
alguns transgenes cessam sua expressao em geragdes sucessivas, devido
possivelmente a mudangas sutis na integragcdo do transgene, provocando expressao
imprevisivel, associado a padrées de metilagdo do DNA alterado no transgene e
ainda ao silenciamento génico realizado pela maquinaria da célula receptora (Kohli
et al., 2006).

Experimentos com folhas destacadas também foram realizados por
Wu et al., (2008) em plantas transformadas com o gene OsWRKY711. Apdés um
tratamento no qual as partes verdes foliares foram deixadas em contato com o ar, o
conteudo de agua perdido foi mensurado e os dados correlacionados com o
resultado de tolerancia ao estresse térmico confirmados pela expressdo aumentada
do gene de 3x e 3,7x.

O experimento de hidroponia realizado na geracdo T, do evento P
2193 foi utilizado para quantificar o nivel de expressao em raizes. Neste método, a
raiz estressada nao sofre danos mecanicos no momento de imposi¢cao do tratamento
e principalmente no processo de obtengdo de material biolégico, uma vez que, elas
nao precisam ser retiradas do solo ou areia, evitando-se assim a expressao de
genes de resposta ao estresse mecanico (Martins et al., 2008).

A escolha do estudo de raizes ocorre pelo fato que o promotor rd29A
€ mais expresso em raizes (Yamaguchi- Shinozaki e Shinozaki, 1994) e
principalmente pelo fato da percepg¢ao do estresse hidrico ocorrer inicialmente neste
orgao vegetal, uma vez que, por mais que as plantas possam absorver agua por
toda a sua superficie, a maior parte é absorvida pelas raizes, como observado em
plantas superiores (Larcher, 2000).

A geracéo T, foi a escolhida para analise de expresséo do transgene
AtDREB2A CA em hidroponia porque supbe-se que o transgene € mais estavel que

nas geragoes anteriores. Além disso, houve para a imposicao deste tratamento, a
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necessidade de um numero maior de plantas positivas para a analise estatistica
correta. Alguns estudos na geracédo T, vém sendo realizados com outros genes, nao
necessariamente fatores de transcricdo, visando a obtencdo de dados para o
entendimento da resposta das plantas a condi¢des adversas. Peng et al., (2007)
estudaram em uma geracgao T, de A. thaliana, a superexpressao do gene PgTIP1,
que transcreve uma aquaporina , resultando em uma planta transgénica mais
tolerante a seca, a salinidade e ao calor.

Uma confirmacéo da expressédo diferencial em &érgédos vem do
estudo realizado por Zhu et al., (2009) que demonstraram que, assim como na
geragcao T, da P 2193, um transgene inserido pode se expressar de maneira
diferente em diversos 6rgaos da planta. Estes autores inseriram em arroz um gene
que codifica o microRNA miT172 de arroz, regulador da expressao de genes ligantes
ao AP2 — atuantes no desenvolvimento floral em arroz (Os07g13170) e observaram
que o transgene superexpresso silenciou o gene Os07g13170 e outros genes da sua
familia, sendo portanto reprimidos, indicando que nas partes da planta onde havia
mais microRNA havia menos desses transcritos. Também com relacédo a expressao
génica em diferentes estadios, este estudo demonstrou que o gene Os07g13170 é
mais altamente expresso em estadios vegetativos tardios e em paniculas (Zhu et al.,
2009).

Neste enfoque, os valores maiores de expressao do transgene
AtDREBZ2A CA detectado em raizes quando comparados com os valores obtidos em
folhas no evento P 2193 (no experimento de desidratagao celular e hidroponia) séo
corroborados por estudos com genes homélogos de DREB2A que também
apresentaram maior expressao do transgene em raizes (utilizando o promotor
constitutivo 35S), como demonstrado por Qin et al., (2007) em milho e Liu et al.,
(1998) em A. thaliana. Assim como os valores de expressao génica em relacdo aos
orgaos sdo maiores nas raizes (T60 min — 30,301 e p>0,003) em condi¢cbes de
deficiéncia hidrica, o transgene nos tempos de tratamento também expressa mais
quando comparados com o TO min, segundo dados observados nos eventos P 1397
e P 2193.

Segundo a literatura cientifica, os fatores de transcricdo podem
apresentar padréo de expressao génica em altos niveis como observado no trabalho
de Wu et al,, (2009) que inseriram o fator de transcricdo OsWRKY11 ligado ao

promotor HSP101 na cultivar de arroz. Este trabalho mostrou que o gene também foi
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expresso em altos niveis, em condigdes de déficit hidrico. Wu et al., (2009)
realizaram ainda, em plantas transgénicas da geracéo T4 de um evento positivo para
esta construcdo, um pré-tratamento térmico e os resultados mostraram menor
murcha foliar e alta taxa de sobrevivéncia das partes verdes, com significante a
tolerancia a seca e ao calor. Esses resultados somados aos dados da expressao do
transgene OsWRKY11 de 3,7x e 3x mais corroboram a indugdo desse gene no
tratamento térmico aplicado (Wu et al., 2008). Assim, pode-se sugerir que a insergéo
e a expressao do transgene AtDREBZ2A no evento de soja P 2193 poderia aumentar
a tolerancia a seca dessas plantas, dados comprovados pelos menores valores de
taxa transpiragao e diferenca da temperatura do ambiente com a foliar na planta
transgénica (4,05; 0,53) quando comparada com a planta controle BR16 (8,26; 2,79)
no T 30 min de estresse.

Nos dois eventos de soja GMs aqui estudados, o transgene
AtDREBZ2A CA provavelmente iniciou a percepg¢ao do estresse aplicado no tempo de
T 30 min, apresentando um grande aumento de expressdo aos T 60 min na raiz,
seguidos da expressdo na folha. Esta resposta do transgene AtDREB2A CA é
necessaria uma vez que, como fator de transcrigdo, o gene atua de maneira indireta
na manutencao celular durante o estresse hidrico por desencadear genes de
protecao de estruturas celulares contra a desidratagdo. Pesquisas como a de Zhong
et al., (2008) demonstram que os fatores de transcricdo podem ser induzidos em
condicdes especificas como o tempo de tratamento de estresse.

Os valores de expressao génica detectados no evento transgénico P
2193 quando comparados com a planta controle BR 16, demonstraram que o
transgene esta sendo expresso em todos os tempos de tratamento, fato que sugere
que esteja havendo expressao basal do mesmo, ja que no TO min do experimento
de desidratagao celular na geracéao T4 (11x p>0,072 na P 1397 e 111x p>0,081 na P
2193) e no experimento de hidroponia nas folhas (121,72x p>0,001) e raizes
(901,272x p>0,001) o transgene AtDREB2A CA foi expresso nas plantas GMs.
Trabalhos mostram que promotores constitutivos apresentam resultados
semelhantes, uma vez que, induzem a expressdo do transgene em todos os
momentos. Um exemplo disso foi observado no trabalho de Zang et al., (2010) que
demonstraram altos niveis de expressao de até 400x do gene estudado que codifica
um micro RNA. Zhong et al., (2008) também quantificaram em plantas transgénicas

de arroz a superexpressao de um fator de transcricdo SND que atua na biossintese
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da parede secundaria e, obtiveram valores de até 15 (x10°) mais expresso.

Apesar do transgene AtDREBZ2A CA estar sendo expresso no TO
min das plantas P 1397 e P 2193, a sua expressao € menor que nos demais tempos
de tratamento. Uma explicagdo para esta expressao génica detectada em todos os
tempos de tratamento é a atuagédo de algum tipo de regulagdo, além da expresséao
basal dada pelo promotor RD29A ja observada na expressdo do gene AtDREBZ2A
em A. thaliana (Sakuma et al., 2006b). Esse fato & confirmado pela altura normal
observada nas plantas GMs, o que ndo acontece quando um inserto é transcrito a
todo momento, quando sob expressdao basal ou controle de um promotor
constitutivo, como demonstrado nas pesquisas de Liu et al., (1998), Yoshida et al.,
(2008), Sakuma et al., (2006b) que superexpressaram um gene e as plantas nao

apresentaram um crescimento normal, tornando-se anas.
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5 CONCLUSOES

» O protocolo de transferéncia génica via biobalistica se mostrou
eficiente (1,19%) na obtencdo de PGMs de soja contendo a contrugéo
rd29A:AtDREB2A CA;

» O transgene AIDREBZ2A, isolado de A. thaliana foi inserido com
sucesso em plantas de soja;

* A variagdo no numero de coépias inseridas em cada evento
gerado provou a independéncia de cada evento gerado;

* Os resultados dos experimentos de déficit hidrico provaram a
provavel indugao da transcrigdo do gene AtDREBZ2A pelo promotor estresse induzido
rd29A em condigdes de seca;

* Novos estudos devem ser realizados visando a obtencdo de
maiores informacdes quanto a um possivel aumento da tolerancia a condi¢cbes de

estresse hidrico nas plantas de soja GMs.
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ANEXO A

Figuras

Figura 12 - Modelo esquematico do plasmidio pBluescript Il SK que apés digerido

gerou o inserto (promotor RD29A + DREB2A 136-165 + terminador
NOS) usado na transformacao.

origem 1 (-)
ampicilina resist. (bla) ORF

pBluescript Il SK (+/-) |

origem de replicagdo pUC 5164 bp

Promotor lacZ
B-galactosidase fragmento alfa (lacZ')

s

DREB2A cDNA
Terminador NOS

Figura 13 - Modelo esquematico do plasmidio pAC321 contendo a sequéncia o
gene AHAS (promotor/ Ahas 5UTR + Ahas CDS + Ahas 3'UTR) de
Arabidopsis thaliana, que ap6s digerida foi usada na transformacao.
origem f1(-)

beta-lactamase (bla) Nael (331)
Fspl (7981) __Bgll (473)
Bgll (7879) Fspl (480)

Pvull (530)
colE1 ori

beta-galactosidase (lacZ)
Pvull (6690) .l
beta-galactosidase (lacZ) l

- Promotor + Ahas 5' UTR
pAC321 - Ahas

8673 bp

Ahas 3' UTR

Ahas CDS
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Figura 14 - Gene gun utilizado no bombardeamento dos embrides de soja BR16,
com as construgdes contendo o gene AtDREB2A e AHAS, com todos os
materiais utilizados durante o processo.

oA | P

{ s
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Figura15 - A Copos com meio BAP onde os embrides se recuperavam apos o
processo de transformagao. B Copos em areia:vermiculita em processo
de aclimatacao.
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Figura 16 - A Exemplo de plantas A{DREBZ2A positivas. B Sementes T4 dos eventos
P 1397 e P 2193.

Figura 17 - Experimento de desidratacéo celular com amostras de folha dos eventos
GM P1397 e P2193 realizado em camara climatizada: as amostras T 30
min e T 90 min foram submetidas a desidratacao celular a 30°C e 59%
umidade.
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Figura 18 - Evento P 2193 em crescimento no sistema hidrop6nico, A Plantulas de
soja com trés dias de crescimento, B Raizes de plantas de soja com 13
dias de crescimento e Folhas e raizes de soja com 13 dias.

Figura 19 - Curva de diluigdo utilizada para o célculo da eficiéncia de amplificagao
do gene GmrRNA18S. A amostra de cDNA do evento P 1397 foi diluida
serialmente e amplificada em sistema singleplex. A inclinacdo da reta

slope) foi utilizada para o calculo da eficiéncia com base na férmula

y=-3,3557% + 15 876
RF=0339 Grafico de Diluicao GnrRNA18S
5
p
- 30
25
9 L
-
s tis
°
S 10
L5
O T T T T
0,0 -1,0 2.0 3.0 4.0 -5,0
Log da Diluigao

(E=10""°P® _ 1). A eficiéncia obtida foi utilizada na quantificagéo relativa do transgene AtDREB2A no
Experimento de Desidratagédo Celular geragao Ty,



107

Figura 20 - Curva de diluicdo utilizada para o calculo da eficiéncia de amplificagao
do transgene AtDREBZ2A, primers e sonda separados. A amostra de
cDNA do evento P 1397 foi diluida serialmente e amplificada em sistema
singleplex. A inclinagdo da reta (slope) foi utilizada para o calculo da
eficiéncia com base na férmula (E=10"5°"® _ 1). A eficiéncia obtida foi
utilizada na quantificagdo relativa do transgene A{DREB2A no
Experimento de Desidratagao Celular geragao To.

T

Grafico de Diluigao A{DREB2ZA
- 35
- 30

Valores de Ct

0,0 -1.0 =20 =30 -4.0 -5,0
Log da Diluigao

Figura 21 - Curva de diluicdo utilizada para o célculo da eficiéncia de amplificagao
do gene B_actina, primers e sonda separados. A amostra de cDNA do
evento P 2193 foi diluida serialmente e amplificada em sistema
singleplex. A inclinagdo da reta (slope) foi utilizada para o calculo da
eficiéncia com base na férmula (E=10""°"® — 1). A eficiéncia obtida foi
utilizada na quantificagdo relativa do transgene A{DREB2A no
Experimento de Desidratacédo Celular geragéo T1 e na Hidroponia.

y =3 0eE 1 20329 Grafico de Dilui¢ao B_actina
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Figura 22 - Curva de diluigdo utilizada para o célculo da eficiéncia de amplificagao
do transgene GmrRNA18S, primers e sonda separados. A amostra de
cDNA do evento P 2193 foi diluida serialmente e amplificada em sistema
multiplex. A inclinacdo da reta (slope) foi utilizada para o calculo da
eficiéncia com base na férmula (E=10"5°"® — 1). A eficiéncia obtida foi
utilizada na quantificagdo relativa do transgene A{DREB2A no
Experimento de Desidratacéo Celular geragéo T1 e na Hidroponia.

y=-3zaiecs 1882 Grafico de Diluicdo GmrRNA18S Multiplex

Valores de Ct
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Figura 23 - Curva de diluicdo utilizada para o calculo da eficiéncia de amplificagao
do transgene AtDREBZ2A (assay). A amostra de cDNA do evento P 2193
foi diluida serialmente e amplificada em sistema multiplex. A inclinagao
da reta (slope) foi utilizada para o calculo da eficiéncia com base na
formula (E=107"5"°"® — 1), A eficiéncia obtida foi utilizada na quantificacdo
relativa do transgene AtDREB2A no Experimento de Desidratagao
Celular geragao T4 e na Hidroponia.
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Figura 24 - Curva de diluicdo utilizada para o calculo da eficiéncia de amplificagao
do transgene AtDREBZ2A (assay). A amostra de DNA do evento P 1397
foi diluida serialmente e amplificada em sistema multiplex. A inclinagao
da reta (slope) foi utilizada para o calculo da eficiéncia com base na
formula (E=107"5°"® _ 1), A eficiéncia obtida foi utilizada na quantificacdo
relativa do numero de copias do transgene.
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Figura 25 - Curva de diluicdo utilizada para o célculo da eficiéncia de amplificagao
do gene referéncia Lectina (GmLec). A amostra de DNA do evento P
1397 foi diluida serialmente e amplificado em sistema multiplex. A
inclinagcao da reta (slope) foi utilizada para o calculo da eficiéncia com
base na formula (E=10""® — 1). A eficiéncia obtida foi utilizada na
quantificagao relativa do numero de cépias do transgene
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ANEXO B
Tabelas

Tabela 9 - Interagcdo entre o tempo de estresse e as cultivares para a Taxa
Fotossintética.

Tempo (min) BR16 P 2193
0 18,37 a A 21,09 a A
30 16,3 b A 2,64 b B
60 -0,41 c B -0,75 c C
90 -1,44 c B -1,59 c C

*Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Duncan (p=0,05).

Tabela 10 -Interacdo entre o tempo de estresse e as cultivares para Condutancia

Estomatica.
Tempo (min) BR16 P 2193
0 0,67 a A 0,69 a A
30 0,48 b B 0,14 b B
60 0,03 c C 0,03 c C
90 0,03 c C 0,02 c C

*Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Duncan (p=0,05).

Tabela 11 -Interacdo entre o tempo de estresse e as cultivares para a Taxa de
Transpiragao.

Tempo (min) BR16 P 2193
0 9,07 a A 10,13 a A
30 8,26 a A 4,05 b B
60 0,99 b B 0,83 c C
90 -0,15 c B -0,54 d Cc

*Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Duncan (p=0,05).

Tabela 12 -Interacdo entre o tempo de estresse e as cultivares para a Diferenca
Ambiental e Foliar.

Tempo (min) BR16 P 2193
0 2,99 a A 3,14 a A
30 2,79 a A 0,53 b B
60 -1,21 b B -1,32 c C
90 -1,47 b B -1,39 c C

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Duncan (p=0,05).



