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MARINHO, Juliane Prela. Caracterizacdo de respostas moleculares e
fisiolégicas de plantas de soja geneticamente modificadas com 35S-AtAREB1
sob déficit hidrico. 2014. 91f.Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

Mundialmente, a perda de graos devido a fatores bidticos e abibticos é alta, o que
compromete a produtividade média das culturas e afeta negativamente aspectos
econdmico-financeiros de um pais. O déficit hidrico é o estresse ambiental mais
importante. A tolerdncia a seca € um mecanismo complexo, envolvendo
modificagdes fisiolégicas e moleculares que agem na percep¢do e resposta ao
estresse. O acido abscisico (ABA) é o principal transdutor de sinal que confere
tolerancia a estresses abidticos em plantas. Em estudos de Arabidopsis thaliana, o
fator de transcricdo ABA-dependente bZIP AREB1 ativaram genes envolvidos na
defesa celular a desidratacdo e aumentaram a tolerancia a seca. Objetivou-se no
presente estudo caracterizar as respostas moleculares e fisioldgicas de plantas de
soja geneticamente modificadas com 35S-AtAREB1 sob condigbes de déficit hidrico.
Os resultados mostraram que a expressao do transgene AtAREB1 sob controle do
promotor CaMV 35 nao resultou em retardo no crescimento. Dois eventos
transgénicos tiveram melhor performance em experimentos de sobrevivéncia e
rendimento, além de que as analises do potencial hidrico revelaram que tais
linhagens armazenaram maior quantidade de agua no substrato. Sugere-se que os
eventos 1Ea2939 e 1Ea2889 apresentam mecanismo de evitamento a seca em
razao da manutencao das trocas gasosas sob déficit hidrico causado por menores
taxas de transpiragéo e conservagéao de agua no substrato.

Palavras-chave: Acido abscisico. Estresses abiéticos. Glycine max. Organismos
geneticamente modificados.



MARINHO, Juliane Prela. Characterization of molecular and physiological
responses of soybean plants genetically modified with 35S-AtAREB1 under
water deficit. 2014. 91p. Dissertation (Master’s Degree in Genetics and Molecular
Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Worldwide, grain loss due to biotic and abiotic factors is high, which compromises the
average crop productivity and negatively affects economic and financial aspects of a
country. Drought is the most important environmental stress. Drought tolerance is a
complex mechanism, involving physiological and molecular changes that act on the
perception and response to stress. The abscisic acid (ABA) is the primary signal
transducer that confers tolerance to abiotic stress in plants. In studies of Arabidopsis
thaliana, the transcription factor ABA-dependent bZIP AREB1 activated genes
involved in cellular defense to dehydration and increased drought tolerance. The
objective of this study was to characterize the molecular and physiological responses
of plants genetically modified soybeans with 35S-AtAREB1 under water deficit
conditions. The results showed that AtAREB1 transgene expression under control of
CaMV 35 did not result in growth retardation. Two transgenic events had better
survival and yield, besides, analyzes of water potential showed that these genotypes
stored more water in the substrate. It is suggested that 1Ea2939 1Ea2889 events
presents drought avoidance because of the maintenance of gas exchange under
water deficit caused by lower transpiration rates and conservation of water in the
substrate.

Keywords: Abscisic acid. Abiotic stresses. Glycine max. Genetically modified
organisms.
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Modelo para regulacéo de sinalizacdo de ABA em resposta
ao déficit hidrico. Em situagdes nao estressadas, as PP2Cs
se ligam as SRK2D/E/I (Park et al., 2009). Em resposta ao
déficit hidrico, ABA é produzido para a ativacao das SRK2D/E/I
via complexo receptor de ABA PP2C-PYR/PYL/RCAR (Ma et
al., 2009; Park et al., 2009). Com a regulagao positiva das
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fatores de transcricdo (TFs), PP2Cs do tipo HAI1, e LEAs.
Consequentemente, as PP2Cs se ligam as SRK2D/E/l para

afinar a sinalizacdo de ABA em resposta ao déficit hidrico.
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Visdo geral da sensibilidade, sinalizacdo e transporte de
ABA. a) PYR/PYL/RCAR-PP2C-SnRKs formam o complexo
principal de sinalizagao (circulo amarelo). Na ativagdo no
nucleo, o complexo regula diretamente a expressdo génica
ABA-responsiva por fosforilagdo dos fatores de transcrigéo
AREB/ABF. Na ativagdo no citoplasma, o complexo pode
acessar a membrana plasmatica e fosforilar canais de anions
(SLAC1) ou canais de potassio (KAT1) para induzir o
fechamento estomatico em resposta ao ABA.b) O sistema de
transporte de ABA consiste em dois tipos de transportadores
ABC, para influxo ou para efluxo. O movimento de ABA esta
indicado por linhas verdes e flechas, e as principais vias de
sinalizagdo estdo indicadas por linhas vermelhas e flechas.

Linhas pontilhadas indicam conexdes indiretas ou néao

confirmadas. Adaptado e traduzido de Umezawa et al., (2010).......
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AtAREB geneticamente modificadas para tolerancia a seca
e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16). e) massa
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Plantas positivas para o transgene alvo AtAREB1. Todas a
plantas T3 dos eventos 1Ea15, 1Ea2939 e 1Eb2889, utilizados
para o experimento de analise dos genes da cascata de
AtAREB1 foram positivas para o transgene inserido. M:
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iniciador 7 que amplifica um fragmento de 639 pb...........ceeeeee.

Determinacao da eficiéncia do sistema Sybr green para os
genes alvos. Um bulk de amostras foi diluido serialmente 5x e
as diferentes diluigdes foram amplificadas em sistema Sybr
green para os genes alvos e o enddgeno. Os valores de Ct
foram plotados em fungdo do logaritmo da diluicdo. O eixo y
corresponde aos valores de Ct e eixo x log da diluicdo. A)
Eficiéncia do gene AtAREB1 com slope = -3,3507. B) Eficiéncia
do gene GmPP2C com slope = 3,5005. C) Eficiéncia do gene
GmSRK2 com slope = 3,4844. D) Eficiencia do gene

GMRAB18 com slope = 3,307 ..o
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1

INTRODUCAO

Apesar da soja ndo ser uma espécie nativa em nosso territério, esta
cultura encontra-se bem adaptada ao clima brasileiro. Na safra 2012/13, o
Brasil se tornou o maior produtor mundial, ultrapassando os Estados Unidos,
chegando a uma producédo de 81,94 milhdes de toneladas (CONAB, 2013).
Ndo sO em nosso pais, mas mundialmente, fatores bibdticos e abioticos
comprometem a produtividade de varias culturas de grdos e afetam
negativamente aspectos econémico-financeiros. Dentre estes fatores, o déficit
hidrico & o fator ambiental mais importante (Yang et al., 2010). Com base nas
mudancgas climaticas atuais e nos cenarios previstos para os proximos anos, 0s
quais consideram o aumento da temperatura global e da frequéncia de eventos
de seca, pesquisas visando o desenvolvimento de plantas tolerantes a seca
sao de fundamental importancia e urgéncia.

Recentes avancos na Genbmica Vegetal tém permitido identificar, isolar
e analisar as fungbes de genes, cujos produtos codificam para proteinas
envolvidas na regulacdo da homeostase ibnica, ajustamento osmodtico e
desintoxicagcao celular (Umezawa et al., 2006) elucidando, assim, fungdes
importantes de genes envolvidos na tolerancia a estresses ambientais. Nesse
contexto, a Biotecnologia auxilia a obtencdo de cultivares mais tolerantes a
estresses ambientais (Takeda e Matsuoka, 2008).

Entre as proteinas regulatorias, os fatores de transcricdo desempenham
um papel crucial na transdugdo de sinal ao receberem sinais upstream e
ativarem a expressdo de genes dowstream induzidos por estresse. Neste
sentido, o fator de transcricdo AREB1 (Abscisic acid — Responsive Element
Binding protein), pertencente a familia bZIP (ziper de leucina basico), € uma
proteina responsiva ao Acido Abscisico (ABA), que ativa em cascata a
expressdo de genes envolvidos em defesas celulares contra a dessecacgao,
aumentando assim a tolerancia a seca.

As respostas moleculares das plantas aos estresses abidticos tém sido

descritas na literatura como um processo complexo baseado principalmente na
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modulagdo da atividade transcricional de genes relacionados ao estresse
(Mazzucotelli et al., 2008). Assim, estudos recentes vém elucidando a via de
sinalizagdo ABA-dependente em resposta ao déficit hidrico. Neste processo de
sinalizagao celular, a percepgcdo da perda de agua pelas plantas provoca
acumulo de ABA, o que resulta na inibicdo de fosfatases PP2Cs e a ativacéo
de quinases SnRKs, responsaveis por fosforilar os fatores de transcricdo ABF
(bZIPs). Desta forma, ocorre a regulagdo da expressdao de genes ABA-
dependentes e consequentemente o fechamento estomatico (Bhaskara et al.,
2012). Esta rede de interagbes confere, portanto, melhor aclimatabilidade a
ambientes com disponibilidade hidrica restrita.

Estudos recentes tém demonstrado a importancia e o potencial de
proteinas AREB1 e bZIP no aumento da tolerancia ao déficit hidrico (Fujita et
al., 2011; Gao et al., 2011; Kim et al., 2011; Reeves et al., 2011). Além disso, a
superexpressao constitutiva de AREB1/ABF2, ABF3 ou ABF4 em Arabidopsis
resultou no aumento de tolerancia a seca (Fujita et al. 2005; Kang et al. 2002).
Por sua vez, a superexpressao do tipo ABF2 em Arabidopsis promoveu a
tolerancia a seca e aos estresses salino, térmico e oxidativo (Kim et al. 2004).
Em adicdo, Barbosa et al. (2012) reportaram que plantas de soja co-
transformadas com a construgdes 35S:AtAREB1 e 35S:ahas tiveram maior
taxa de sobrevivéncia e menor dano foliar apos 5 dias de déficit hidrico,
apresentando ainda, ainda melhor crescimento, condutancia estomatica e
fotossintese.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivos
caracterizar o perfil de expressao de genes upstream e dowstream ao fator de
transcricao 35S:AtAREB1 introduzido em embrides da cultivar convencional BR
16, bem como caracterizar as linhagens originadas quanto a parametros

fitométricos, fisioldgicos e agrondmicos sob déficit hidrico.
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2

OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar respostas moleculares, fitométricas, fisiolégicas e
agrondmicas de plantas de soja geneticamente modificadas com 35S-AtAREB1

sob condicdes de déficit hidrico.

2.2. Objetivos Especificos

o Quantificar, em plantas de soja transformadas com 35S-AtAREB1 e na
sua isolinha, a cultivar convencional BR 16, a expressdo de genes da cascata
tais como: 35S-AtAreb1, fosfatase GmPP2C (Glyma14g37480), quinase
GmSRK2 (Glyma02g15330), GmRAB18 (Glyma09g31740), em condi¢cdes bem-
irrigadas e sob déficit hidrico via RT-qPCR,;

o Comparar as plantas transgénicas de soja 35S-AtAREBL e sua isolinha,
a cultivar BR 16, nas diferentes condi¢des hidricas com a relagao a:

a) medidas de trocas gasosas: taxa fotossintética, condutancia estomatica e
concentracao intercelular de COy;

b) parametros fenotipicos: numero de nés, area foliar total e florescimento;

c) parametros de crescimento: taxa de crescimento relativo e taxa de
crescimento relativo por dia;

d) parametros de rendimento (por planta): numero total de vagens, numero total
de sementes, massa seca total de vagens, numero de sementes, massa seca
de sementes, massa seca total de sementes, excluindo-se as mal formadas.

e) taxa de sobrevivéncia e transpiragao diaria.
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3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Soja, Estresses Abioticos e Biotecnologia

A soja (Glycine max L. Merril) € uma cultura de origem asiatica que foi
introduzida no Brasil em 1882. Apds varios estudos realizados pela Escola
Agronémica da Bahia e pelo Instituto Agronédmico de Campinas, sementes de
soja foram disseminadas por todo o pais e, na década de 1970, o cultivo da
leguminosa se tornou uma estratégia econdmica devido ao destacado aumento
de seu preco no mercado mundial (Cl SOJA, 2010).

O versatil grao origina varios produtos e subprodutos na agroindustria,
na industria quimica e na de alimentos, além de ser fonte de proteinas,
macronutrientes e outros metabdlitos secundarios como isoflavonas (Sakai e
Kogiso, 2008) e fitoestrogenos (Ososki e Kenelly, 2003). Adicionalmente, a soja
€ uma cultura atrativa para a producao de biocombustiveis (EMBRAPA, 2011).

Apesar de nao ser uma espécie endémica do territério nacional, a
oleaginosa esta bem aclimatada ao clima brasileiro, tanto que na safra ultima
(2012/13), o Brasil se tornou o maior produtor mundial, ultrapassando os
Estados Unidos, e chegou a uma producdo de 81,94 milhdes de toneladas
(CONAB, 2013). Nosso pais possui alta competitividade em termos técnicos
porque, mesmo com um crescimento anual da ordem de 5,83% na area
cultivada com a oleaginosa, a produtividade continuou crescendo a taxa de
2,24% ao ano, superiores as observadas nos demais paises. Este fato
demonstra que o Brasil ainda possui recursos naturais em excelentes
condigdes que podem ser incorporados ao processo produtivo sem causar
nenhum comprometimento dos resultados técnicos. Tal crescimento
significativo na produtividade deve-se, também, ao fato do pais, ao longo das
ultimas décadas, ter realizado importantes investimentos na geracao e difusao
de tecnologias de alto nivel, visando adequa-las a exploragdo da soja em
diversas regides (Lazzarotto e Reis, 2009).

Mesmo com numeros positivos e crescentes, a produtividade de
diversas culturas pode ser limitada por fatores biodticos e abioticos, dentre os
quais o déficit hidrico tem sido responsavel por reduzir consideravelmente os

rendimentos de graos, especialmente durante a fase reprodutiva, resultando
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em perdas financeiras significativas aos produtores (EMBRAPA, 2005).
Plantacdes afetadas por periodos de déficit hidrico podem ter sua
produtividade reduzida em até 40% (Tran et al., 2010).

Na cultura da soja, a baixa disponibilidade hidrica prejudica a obtengao
de uma boa uniformidade na populacdo de plantas no periodo entre a
germinacdo e a emergéncia e entre a floragdo e o enchimento de gréos,
provocando ainda alterag¢des fisiolégicas como o fechamento estomatico e o
enrolamento de folhas. Como consequéncia, ha queda prematura de folhas e
flores e abortamento de vagens, resultando em reducdo no rendimento de
graos. Na fase vegetativa, a seca reduz o crescimento e a area foliar e, na
reprodutiva, além das reducdes mais drasticas no rendimento, ocorre também
o0 adiantamento na maturacdo, o que resulta em menor acumulo de matéria
seca, vagens vazias e “chochamento” de graos (Bonato, 2000). Desclaux et al.
(2000) também reportaram que o déficit hidrico pode acelerar a passagem do
periodo vegetativo para o reprodutivo, além de poder levar ao desenvolvimento
de menor numero de nds, antecipacdo da formacado de flores e vagens e
encurtamento da fase reprodutiva, acarretando diminuicdo do periodo de
enchimento de graos.

A preocupagdo com as consequéncias do déficit hidrico ndo ocorre
apenas nacionalmente. Muitas areas produtoras mundiais também vém sendo
afetadas e a expectativa futura é de que este problema aumente nas préximas
décadas em decorréncia, principalmente, das mudangas climaticas globais
(Burke et al., 2006).

Algumas estratégias para minimizar as perdas causadas pela seca
podem e devem ser utilizadas separadamente ou em conjunto. Estas vao
desde 0 manejo adequado da cultura até o uso de ferramentas de engenharia
genética aliadas aos métodos convencionais de melhoramento, objetivando-se
neste caso a obtengdo de cultivares mais tolerantes a periodos de déficit
hidrico (Sharma e Lavanya, 2002). Uma estratégia que vem sendo utilizada
com este objetivo é a transformacéao de plantas com fatores de transcricdo que
regulam a expressao de varios genes relacionados a estresses abioticos.

Dentre varios outros, o fator de transcricdio AREB constitui uma das
pecas regulatérias que ativam a cascata de expressao de genes responsivos a
estresses. Por meio de técnicas de recombinacdo do DNA, que permitem a

20



insercdo de genes exogenos de interesse em organismos vegetais, os
pesquisadores podem observar comparativamente as respostas das plantas
GMs em relag&o as plantas nao-transformadas sob determinadas condigbes de
estresse e, assim, avaliar a influéncia de efeitos pleiotropicos e/ou deletérios na

resposta aclimatativa de tais plantas.

3.2. Mecanismos de respostas ao déficit hidrico

3.2.1.Mecanismos fisioldgicos e morfo-anatdmicos

Na natureza, a seca € o principal fator responsavel por afetar o
crescimento e a produtividade das plantas. A insuficiéncia hidrica leva a
ocorréncia de inumeras modificagdes fisioldgicas, morfoldégicas e metabdlicas
em todos os 6rgaos vegetais (Klamkowski e Treder, 2006). Estas alteracoes
incluem entre outras, fechamento estomatico, repressao do crescimento celular
e da fotossintese e o aumento da respiragdo (Shinozaki et al., 2007). O
desenvolvimento destes mecanismos ao longo do processo evolutivo foi a
principal defesa vegetal frente a situagdes de estresse, uma vez que as plantas
sdo organismos sésseis e, portanto sado incapazes de se refugiarem de
situagdes ambientais adversas (Raghavendra et al., 2010).

Uma das primeiras respostas ao déficit hidrico € a diminuicdo da
condutancia estomatica, que reduz a perda de agua e limita a difusdo de CO,
para os cloroplastos (Frederick et al., 1989). Nas folhas, o aumento da
concentracdo de ABA além de diminuir a condutancia estomatica pode reduzir
a area foliar durante o déficit hidrico. Estes efeitos do ABA nas folhas podem
indicar diminuicdo da taxa de transpiragcdo, mecanismo que previne a
desidratacdo dos tecidos foliares e aumenta a chance de sobrevivéncia sob
seca prolongada (Bahrun et al. 2002; Liu et al. 2003, Liu et al. 2005). Em
resumo, a percepcao pelas raizes da reducio do potencial hidrico do substrato
promove a sintese e o acumulo de ABA, que ¢é transportado a parte aérea via
xilema e atua como um sinalizador quimico para diminuigdo da condutancia
estomatica (Liu et al., 2005). Segundo Wittenmayer e Merbach (2005), os efeito
do ABA e do déficit hidrico sdo similares, de modo que a diminuicdo da

condutancia estomatica pode ocorrer devido a sinais hidraulicos (potencial de
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agua na folha e turgor celular) e/ou sinais quimicos (ABA). No entanto, a
maioria das pesquisas sugere uma combinagédo de sinais que podem ocorrer
juntos ou em tempos diferentes (Comstock, 2002; Kalefetoglu e Ekmekgi,
2005).

A diminuicdo da condutancia estomatica contribui para manter alto
potencial hidrico foliar, mas provoca, em contrapartida, diminuigdo na atividade
fotossintética, limitando a assimilacdo de CO,. O transporte de elétrons na
fotossintese e a capacidade de fosforilagdo nos cloroplastos sao reduzidos em
plantas expostas ao déficit hidrico. A inibicdo das reagdes na cadeia de
transporte de elétrons pode formar espécies reativas de oxigénio (ROS -
reactive oxigen species), as quais podem causar prejuizos fotooxidativos e
fotoinibicao (Kalefetoglu e Ekmekgi, 2005).

Além disso, sob condicdes de déficit hidrico as plantas também
apresentam alguns mecanismos morfologicos de adaptagdo que previnem a
perda de agua para o ambiente e mantém a hidratacdo. Estas respostas
incluem o desenvolvimento de tricomas e pélos radiculares, redugao da area
foliar e abscisao foliar induzida em grande parte pela sintese de etileno, o que
permite diminuir a transpirag¢ao, além de mudangas no tamanho, orientacao das
folhas e interceptacao da radiagao solar por meio do paraheliotropismo. Este
movimento altera o angulo foliar, minimizando a superficie exposta ao sol para
a manutencao da temperatura foliar (Isoda e Wang, 2002; Taiz e Zeiger, 2004).

Estudos tém demonstrado que o ABA prové ainda o crescimento da raiz
via supressdao do acumulo do etileno e desta forma contribui para a
condutividade hidraulica aumentando a atividade das aquaporinas, proteinas
transportadoras de agua localizadas nas membranas celulares (Sharp, 2002).
Assim, um sistema radicular mais profundo é mais bem adaptado a captacéao
constante de agua. Em solos com baixo potencial hidrico, as raizes também
apresentam adaptagdes anatdbmicas importantes como suberizacdo e
lignificagdo da parede celular (Javot e Maurel, 2002).

As estratégias de resposta vegetal ao déficit hidrico sao classificadas em
trés grupos distintos: escape, evitamento e tolerancia a seca (Turner et al.,
2001). O escape permite que a planta complete seu ciclo de vida antes do
periodo de déficit hidrico acontecer (Heatherly e Elmore, 2004). O segundo

mecanismo, o “evitamento”, envolve a estratégia de conservagdo do status
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hidrico durante periodos de estresse, seja pela maior eficiéncia na absorgéo de
agua através das raizes ou pela redugdo da evapotranspiracdo das partes
aéreas. Desta forma, as plantas evitam a seca aumentando o teor relativo de
agua, utilizando menos agua disponivel, mantendo baixa condutancia na
epiderme e ainda diminuindo as trocas gasosas. O terceiro mecanismo de
defesa consiste na capacidade vegetal em tolerar a seca, o que permite a
planta manter seu turgor e continuar seu metabolismo mesmo sob baixo
potencial hidrico, por tolerancia protoplasmatica ou sintese de osmoprotetores

ou soluveis compativeis (Nguyen et al., 1997).

3.2.2.Mecanismos moleculares

As plantas respondem e se adaptam aos estresses ambientais nao
apenas em niveis fisiolégico e morfolégico, mas também em niveis celular e
molecular, como pelo acumulo de osmdlitos e proteinas especificamente
envolvidas na tolerancia ao estresse (Shinozaki et al., 2003; Bartels e Sunkar,
2005; Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2005; Umezawa et al., 2006).
Entretanto, as respostas das plantas a seca sdao complexas, envolvendo a
expressao de genes que implicam na coordenacao e na integracdo de multiplas
vias bioquimicas que contribuem para a aclimatacao das plantas a condi¢ao de
seca (Barrero et al., 2006).

A percepcao de estresses abioticos e a transdugao de sinais s&o passos
importantes na determinagdo da sobrevivéncia e na reproducdo de plantas
expostas a diferentes ambientes (Chinnusamy et al., 2004). A hip6tese mais
aceita para o inicio da sinalizagado em nivel molecular propde que alteragdes na
conformagcdo das membranas celulares devido a perda de turgescéncia
provocariam mudancas em canais de transporte ativados por pressao,
modificagdes na conformacdo ou na justaposicdo de proteinas sensoriais
criticas embebidas nas membranas celulares e/ou também alteragdes na
continuidade entre a parede e a membrana celulares. Todas essas alteracdes
ativariam complexos enzimaticos que iniciariam uma cascata de eventos
moleculares levando a indugcido da expressao de varias categorias de genes de
resposta a perda de agua (Nepomuceno et al., 2001; Xiong et al., 2002;
Chinnusamy et al., 2004; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
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Apo6s o mecanismo de percepgao, sinais auxiliares como horménios ou
mensageiros secundarios podem iniciar a cascata de eventos de sinalizagao.
Muitos genes que codificam para fatores de transcricdo estdo envolvidos na
cascata de transdugdo de sinal e s&o up-regulados por desidratagdo e frio
como as MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases — proteinas quinases
ativadas por mitogénese), as CDPK (Calcium-Dependent Protein Kinases —
proteinas quinases calcio dependentes), as enzimas envolvidas no
metabolismo de fosfolipidios como a fosfolipase C e a PIP5 (4- fosfaditil, 5-
fosfato, 5- quinase), canais de influxo de calcio e SOS quinases (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 1999; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Xiong et
al, 2002; Zhang et al, 2004).

Uma resposta precoce ao estresse causado por seca, salinidade e
baixas temperaturas é o aumento de calcio (Ca**) citosélico derivado do influxo
do espacgo apoplastico ou da liberagdo de estoques internos (Kinight, 2002).
Estas mudancas no nivel de calcio citosélico podem levar a ativacdo de varios
genes de resposta a seca (Kim et al., 2004).

Algumas plantas sob déficit hidrico podem ainda acumular solutos
compativeis ou osmdlitos no citoplasma para diminuir o potencial osmético e,
consequentemente, manter o potencial hidrico e o turgor das células proximo
ao nivel 6timo (Nepomuceno et al., 2001). O ajuste osmoético permite a
manutencdo de processos que dependem do turgor celular, tais como
expansao e crescimento celular, abertura dos estdmatos e fotossintese, além
de manter um gradiente de potencial hidrico favoravel a absorgédo de agua
pelas raizes. Os solutos que participam do ajuste osmoético sdo inorganicos,
principalmente K* e CI, ou compostos organicos, os chamados solutos
compativeis como prolina ou glicina-betaina e carboidratos como sacarose,
trealose, pinitol, sorbitol ou manitol. Além do ajuste osmético, estes solutos
também promovem a desintoxicagdo de ROS, estabilizando as estruturas
quaternarias das proteinas (Ruiz-Lozano, 2003; Chinnusamy et al., 2005)
durante eventos de desidratagao.
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3.2.2.1. Genes envolvidos na resposta das plantas a

estresses abioticos

As pesquisas visando a obtencdo de plantas com maior tolerancia a
estresses abidticos iniciaram-se pela modificacdo de plantas com genes de
“acdo unica”, ou seja, responsaveis pela modificacdo de um unico metabdlito.
Proteinas induzidas por estresse com fungbes conhecidas eram os alvos
principais na obtencgao de tais transgénicos (Allen, 2010).

Contudo, tais estratégias negligenciaram o fato de que a tolerancia ao
estresse € uma caracteristica multigénica. Desta forma, a “segunda gerac¢ao”
de transformag¢des comegou a inserir as chamadas proteinas regulatérias, em
contraste com as proteinas funcionais da primeira geracdgo de OGMs
(Organismos Geneticamente Modificados) (Bhatnagar-Mathur et al., 2008). Por
meio destas proteinas regulatérias, muitos genes envolvidos na resposta ao
estresse podem ser simultaneamente regulados por um unico gene que
codifica para fatores de transcricdo induzidos por estresse (Kasuga et al.,
1999). Estes fatores de transcricdo ativam uma cascata de genes que atuam
em conjunto aumentando a tolerancia frente a multiplos estresses. Muitos
destes estdo envolvidos na resposta das plantas ao déficit hidrico, como as
familias de fatores de transcricdo AP2/ERF (APETALAZ2/Ethylene Response
Factor), bZIP (Basic leucine Zipper domain), NAC (NAM, ATAF1, 2, e CUC?2),
MYB (myeloblastosis oncogene), MYC (myelocytomatosis oncogene), Cis2His2
ZF (Cistein2Histidin2Zinc-Finger) e WRKY (amino acids W, R, K, Y)
(Bhatnagar-Mathur et al., 2008).

Estresses abibticos podem causar a disfungdo de muitos RNAs e
proteinas. Em consequéncia, os genes induzidos por estresses codificam
proteinas para proteger a conformagcdo de outras proteinas, RNAs ou
estruturas celulares. Os genes de agdo Unica codificam para proteinas
funcionais que atuam no metabolismo celular, provavelmente na tolerancia ao
estresse. Dentre as proteinas codificadas destacam-se as chaperonas, as LEA
(late embryogenesis abundant — abundante na embriogénse tardia), osmotinas,
proteinas anticongelantes e proteinas de ligagdo ao mRNA, bem como

enzimas chaves na biossintese de osmdlitos, proteinas de canais de agua,
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transportadores de agucar e prolina, além de enzimas de desintoxicagao e
varias proteases (Bhatnagar-Mathur et al., 2007; Allen, 2010).

As chaperonas moleculares sao proteinas que, em condi¢des de déficit
hidrico contribuem para a homeostase celular uma vez que atuam auxiliando
no dobramento de cadeias polipeptidicas recém-formadas, no redobramento de
proteinas desnaturadas e na prevengcdao da agregagao de partes protéicas,
cujas superficies hidrofobicas estdo expostas, prejudicando o dobramento.
Muitas chaperonas estdo envolvidas em respostas a estresses e muitas delas
foram originalmente identificadas como proteinas de choque térmico (HSPs -
Heat-Shock Proteins) (Cooper, 2002). As principais familias de
HSPs/chaperonas reconhecidamente conservadas sdo HSP70, chaperoninas,
HSP90, HSP100 e sHSP (small HSP). As diferentes classes de
HSPs/chaperonas cooperam na protecdo celular e apresentam
complementaridade e, algumas vezes, sobreposi¢gdo de fungdes na protecao
de proteinas contra estresses (Wang et al., 2004).

As proteinas abundantes na embriogénese tardia (LEA) sdo acumuladas
em sementes durante a fase de maturacao, quando é requerida a tolerancia a
dessecacédo (Close, 1996). Diversos estudos tém demonstrado que as
proteinas LEA também se acumulam em tecidos vegetativos durante periodos
de déficit hidrico, o que reforgca a fungao destas proteinas na protegao contra a
dessecacado (Porcel et al.,, 2005, Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2005;
Yoshida et al. 2010). Tais proteinas s&o hidrofilicas, apresentando alto
conteudo de glicina (Wise et al., 2004) e, durante a desidratagéo celular, atuam
na manutencao da estrutura de outras proteinas, vesiculas e endomembranas,
bem como no sequestro de ions como o calcio, na retencdo de agua e também
atuam como chaperonas moleculares (Close, 1996).

Além das proteinas, os osmoprotetores também sido acumulados
durante o ajuste osmotico em periodos de déficit hidrico. Estes estdo
envolvidos na protecdo de componentes celulares pela sua atividade tipo
chaperona e por atuarem na eliminagéo das ROS (Hare et al., 1998; Diamant et
al., 2001). Aminoacidos (prolina), outros grupos amino (glicina-betaina e
poliaminas) e uma variedade de agucares e agucares-alcoois (manitol, trealose,
galactinol, sorbitol) estdo entre algumas das moléculas osmoprotetoras.

Modificagdes nas vias de sintese destas moléculas podem conferir tolerancia

26



ao estresse. Contudo, efeitos pleiotropicos como necrose e diminuicdo do
crescimento tém sido observados devido a alteragdes causadas nas vias
enddégenas do metabolismo primario, levando a poucos beneficios na produgéo
de espécies GMs com esses transgenes (Serraj e Sinclair, 2002; Sinclair et al.,
2004; Passioura, 2007).

Os genes que codificam para proteinas regulatorias estdo envolvidos na
regulagdo adicional da transducdo de sinal em resposta ao estresse. Estes
codificam para varios fatores de transcricdo, proteinas quinases, fosfatases,
enzimas envolvidas no metabolismo fosfolipidico e outras moléculas de
sinalizagdo como a proteina de ligacdo a calmodulina. Também estado neste
grupo os genes envolvidos na biossintese de ABA. Dos fatores de transcrigéo
codificados, sdo identificados o DREB (dehydration responsive element binding
protein — proteina de ligagdo ao elemento responsivo a desidratacéo), AREB
(ABA-responsive element binding protein — proteina de ligagcdo ao elemento
responsivo ao ABA), MYC (Myelocytomatosis oncogene), MYB (Myeloblastosis
oncogene), NAC (NAM, ATAF 1,2 e CUC), entre outros (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

A maioria dos genes estudados induzidos por seca s&o também
induzidos por ABA, importante hormonio vegetal responsavel por desempenhar
papel crucial em uma variedade de processos do desenvolvimento vegetal e
em resposta a estresses em plantas. No entanto, varios trabalhos tém descrito
genes que sao induzidos por desidratagdo, mas que n&o sao induzidos por
ABA, sugerindo a existéncia de duas cascatas de transducdo de sinal, uma
independente e outra dependente de ABA (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
2000; Zhang et al. 2006; Boneh et al. 2012). Duas familias de fatores de
transcricdo estdo envolvidas na sinalizagao e ativacdo génica dependente de
ABA: bZIP e MYB. Muitos genes induzidos por ABA apresentam um elemento
cis-atuante (C/T ACGTGGC) na regido promotora denominado ABRE (ABA
responsive element — elemento responsivo ao ABA) (Mundy et al., 1990). A
expressao constitutiva dos fatores de transcricio ABF3 e ABF4, que
reconhecem os elementos ABRE na regidao promotora de determinados genes,
aumentou a tolerancia a seca em plantas de Arabidopsis thaliana, com
expressao alterada de genes de resposta ao ABA como RD29B, RAB18, ABI1
e ABI2 (Kang et al., 2002).

27



3.2.2.2. Acido abscisico e seu complexo de sinalizac&o

O horménio vegetal acido abscisico (ABA) desempenha papel
fundamental em uma ampla variedade de processos do desenvolvimento e em
respostas das plantas aos estresses (Cutler et al., 2010; Fujita et al., 2011). A
aclimatagcao das plantas aos estresses ambientais esta entdo associada ao
aumento dos niveis de ABA (Boneh et al.,, 2012). Na fase germinativa e
também na fase de crescimento vegetativo ocorre a indugdo para a sintese e
acumulo de ABA endogeno, que controla um grande numero de genes
envolvidos na desidratagdo e no crescimento. A expressido desses genes €
regulada principalmente por duas familias de proteinas bZIPs, ABI5 nas
sementes e AREBs no estadio vegetativo (Fujita et al., 2011).

Um grande numero de genes induzidos por ABA possui elementos
conservados G-box cis atuantes, designados como ABREs (PyYACGTGG/TC)
(Zhang et al., 2005; Gomez-Porras et al.,, 2007; Maruyama et al., 2012).
Anadlises de promotores revelaram que para uma completa ativacdo da
expressao de genes de resposta a ABA sdo necessarios multiplos ABREs ou a
combinagao de ABRE com elementos complementares (CEs) como CE1, CES3,
DRE/CRT (Narusaka et al., 2003).

As respostas das plantas ao déficit hidrico incluem murchamento,
abscisao de varios orgaos, redugédo na area foliar e estimulo do crescimento
radicular a fim de melhorar a eficiéncia do uso de agua. O déficit hidrico
desencadeia ainda a producdo de ABA nas raizes e folhas, o que induz o
fechamento estomatico, reduzindo assim, a perda de agua por transpiragao,
levando a diminuicdo da taxa fotossintética. Estas respostas melhoram a
eficiéncia do uso de agua pela planta a curto prazo. Assim, dada a importancia
do ABA na fisiologia das plantas nas respostas a estresses ambientais, o
entendimento dos processos que compreendem desde a transducgao de sinais
do horménio até os mecanismos de respostas desencadeados por ele sao foco
de muitas pesquisas basicas e avancadas, tanto para o ABA intra- como
intercelular (Umezawa et al., 2010).

Recentemente, avancos em pesquisas com ABA tém elucidado a via de
sinalizacdo ABA-dependente. Diversos estudos bioquimicos, celulares e

estruturais realizados em Arabidopsis thaliana demonstraram que a via de

28



sinalizagdo de ABA consiste em trés classes de proteinas: os receptores de
ABA, as proteinas fosfatases tipo 2C (PP2Cs) e as quinases SnRK2 (Figura 1).
Neste complexo as proteinas START PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin resistance 1
| Pyrabactin resistance 1-like / Regulatory Component of ABA Receptor —
Pirabactina resistente 1 - 1) funcionam como receptores soluveis de ABA (Ma
et al., 2009; Park et al., 2009); e o complexo de proteinas fosfatase-quinase,
PP2C — SnRK2 (proteinas fosfatases tipo 2C — SNF1 proteinas quinases
relacionadas 2), apresenta-se como componente downstream de
PYR/PYL/RCAR (Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 2009).

Estresse Hidrico

Complexo : ‘.

receptor - ':

de ABA receptor :
- Proteinas quinases

- Proteinas LEA... EXPressdo de
genes alvo

Respostas ao estresse hidrico

29

Fig.[] 1 Modelo para regulacdo de sinalizacdo de ABA em resposta ao déficit hidrico. Em

situacdes ndo estressadas, as PP2Cs se ligam as SRK2D/E/I (Park et al., 2009). Em resposta
ao déficit hidrico, ABA é produzido para a ativagao das SRK2D/E/I via complexo receptor de
ABA PP2C-PYR/PYL/RCAR (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Com a regulacdo positiva das
SRK2D/E/lI os genes downstream sdo ativados. Dentre eles os fatores de transcrigdo (TFs),
PP2Cs do tipo HAI1, e LEAs. Consequentemente, as PP2Cs se ligam as SRK2D/E/| para afinar
a sinalizagdo de ABA em resposta ao déficit hidrico. Adaptado de Fujita et al. (2009).



A via de transducdo de sinal do ABA consiste em um sistema de
regulacdo duplo-negativo (Boneh et al., 2012) onde as proteinas START
(PYR/PYL/RCAR) se ligam ao ABA e inibem a atividade das fosfatases PP2C,
e as PP2Cs inativam as SnRK2s (Park et al., 2009; Umezawa et al., 2009; Vlad
et al., 2009). Neste modelo, na auséncia de ABA as proteinas SnRK2s séo
mantidas inativas pelas PP2Cs através de interagao fisica e desfosforilagdo. Na
presenca de ABA o complexo ABA-PYR/PYL/RCARs interage com as PP2Cs,
resultando na interrupcao da interacdo entre PP2Cs e SnRK2s, liberando assim
as SnRK2s de sua inibicdo. Na auséncia da atividade da fosfatase PP2C, os
SnRK2s ficam livres para ser ativados por autofosforilagdo e, como resultado
ativam os genes alvos downstream, que incluem fatores de transcri¢do, assim
como genes alvos (Boneh et al., 2012). Muitos alvos de SnRK2 foram
identificados tanto na membrana plasmatica quanto no interior do nucleo
(Figura 2A), resultando no controle de canais de ions, produgdo de
mensageiros secundarios e expressdao de genes ABA-responsivos
(Raghavendra et al., 2010). Porém, n&o se sabe se sua autofosforilagdo é
suficiente para ativa-la ou se ainda outros fatores in vivo sdo necessarios
(Cutler et al., 2010).

O complexo de sinalizagdo do ABA (Figura 2) foi demonstrado em
ensaios de expressao transiente em mesofilos de Arabidopsis thaliana por Fugii
et al. (2009). No genoma de Arabidopsis existem 14 PYR/PYL/RCARs, 9
PP2Cs e 3 SnRKs essenciais, as quais podem realizar muitas combinacgdes
entre si, ndo contando ainda os fatores AREBs, que aumentam as
possibilidades nas regulagdes transcricionais (Umezawa et al., 2010). Em
modelos anteriores da sinalizagdo do ABA, cada receptor ABA e/ou ligante
proteico foram colocados aleatoriamente em diferentes localizagcbes celulares
em paralelo, e suas relagdes com a via de sinalizagdo ABA foram complexas
(McCourt e Creelman 2008).
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Fig. 2 Visdo geral da sensibilidade, sinalizac&o e transporte de ABA. a) PYR/PYL/RCAR-
PP2C-SnRKs formam o complexo principal de sinalizagéo (circulo amarelo). Na ativagdo no
nucleo, o complexo regula diretamente a expressdo génica ABA-responsiva por fosforilagdo
dos fatores de transcrigio AREB/ABF. Na ativacdo no citoplasma, o complexo pode acessar a
membrana plasmatica e fosforilar canais de &nions (SLAC1) ou canais de potassio (KAT1) para
induzir o fechamento estomatico em resposta ao ABA.b) O sistema de transporte de ABA
consiste em dois tipos de transportadores ABC, para influxo ou para efluxo. O movimento de
ABA esta indicado por linhas verdes e flechas, e as principais vias de sinalizagao estédo
indicadas por linhas vermelhas e flechas. Linhas pontilhadas indicam conexdes indiretas ou
ndo confirmadas. Adaptado e traduzido de Umezawa et al., (2010).

O grupo A PP2Cs séao funcionalmente redundantes ao nivel molecular,
mas tém papéis distintos em diferentes tecidos e 6rgaos, como indicado pelos
padrdes de expressao especificos de tecidos. Por exemplo, a PP2C ABI1 é
expressa em varios tecidos, incluindo sementes e células-guarda, mas AHG1 e
AHG3/AtPP2CA sao expressas predominantemente em sementes (Yoshida et
al., 2006; Nishimura et al., 2007; Umezawa et al., 2009).

Cada PP2C ou SnRK2 possui seletivas interagdes proteina-proteina o
que resulta em varias combinagdes de complexos de PP2C-SnRK2 que podem
ser formados (Umezawa et al.,, 2009). Em geral, as interagbes proteina-

proteina estdo limitadas pela localizagdo subcelular, que pode ser também
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importante para a composicdo do complexo de sinalizagdo de ABA.
PYR/PYL/RCARs e SnRK2s estéo localizadas no citosol ou no nucleo, mas ha
dois tipos de localizacdo PP2C: ABI1 e ABI2 sdo encontrados no citoplasma e
no nucleo, mas AHG1 e AHG3 sao especificos para o nucleo. Portanto, isto
sugere que a composi¢cao do complexo receptor deve ser diferente entre o
citoplasma e nucleo. Outros fatores podem afetar a variacdo da sinalizagao
ABA no nucleo, por exemplo, alguns PYR/PYL/RCARs sao estéreo-seletivos
para isdbmeros de ABA. Além disso, uma analise de levedura de dois hibridos
também sugeriu que cada PYR/PYL/RCAR tem uma esterosseletividade
diferente (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Neste sentido, dois receptores
estreitamente relacionados, RCAR1 e RCARS3, tém diferentes seletividade e
sensibilidade ao ABA (Szostkiewicz et al., 2010). Estas diferencas podem
afetar a formacdo do complexo de sinalizagdo e modulam o ajuste fino da
sinalizacdo do ABA. No entanto, essas variagdes estdo limitadas pelas
determinantes bioquimicas e espago-temporal das moléculas (Umezawa et al.,
2010).

Em Arabidopsis existem dez membros de SnRK2, designados de
SRK2A-SRKJ (Yoshida et al., 2002) ou SnRK2.1-SnRK2.10 (Hrabak et al.
2003), classificados em 3 subclasses: I, Il e Il (Kobayashi et al 2004). A
subclasse Il da familia SnRK2 & composta por trés proteinas, nomeadas
SRK2D (SnRK2.2), SRK2l (SnRK2.3) e SRK2E (OST1/SnRK2.6). O ABA é
responsavel por ativar cinco SnRK2s de Arabidopsis: SnRK2.8, SnRK2.2,
SnRK2.6, SnRK2.7 e SnRK2.3 (Boudsocq et al., 2004). O fator de transcricéo
AREB1/ABF2 ¢é fosforilado por todas estas cinco proteinas de SnRK2s
(Furihata et al., 2006). Em oposigcdo a SRK2C e SRK2F, as trés proteinas
quinases SRK2D/E/l encontram-se no mesmo clado da arvore filogenética da
subfamilia SnRKs e também sao fortemente ativadas tanto por ABA quanto por
estresse osmotico (Boudsocq et al., 2004). Portanto, como AREB1 também é
ativado por ABA e estresse osmotico (Uno et al.,, 2000; Fujita et al., 2005;
Furihata et al., 2006), as quinases SRK2D/E/l possuem todos os requisitos
como reguladoras de AREB1 (Fujita et al., 2009).

As proteinas fosfatases sao divididas de acordo com sua especificidade
ao substrato em classes de Ser/Thr, Tyr e de dupla especificidade.

Dependendo de suas caracteristicas estruturais e bioquimicas, as fosfatases
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Ser/Thr de plantas sao ainda divididas nos grupos PP1, PP2A e PP2C (Ma et
al., 2009). As PP2Cs do grupo A mais estudadas na sinalizagdo do ABA sé&o
geralmente descritas como enzimas monoméricas Mg*4/Mn*?-dependente e a
inibicdo de sua fungao é feita pela familia de receptores PYR/PYL/RCAR, que
conecta a percepc¢ao do ABA diretamente ao sistema de aprisionamento (gate-
latch-lock mechanism) das PP2Cs (Ma et al., 2009; Melcher et al., 2009; Park
et al., 2009; Santiago et al., 2009). Alguns dos principais alvos das fosfatases
foram identificados e comprovou-se que o seu papel € a desfosforilagdo e
inativagdo das SnRKs, agindo como um eixo que conecta a percepgao do ABA
com o controle de diferentes efetores envolvidos na tolerancia ao estresse
(Cutler et al., 2010).

Existem nove grupos de PP2C do grupo A em Arabidopsis
(Schweighofer et al., 2004; Xue et al., 2008), das quais seis (ABI1, ABIZ2,
AHG1, AHG3, HAB1 e HAB2) tém fungdes como reguladoras negativas da
sinalizacdo de ABA, principalmente durante a germinagdo (Hirayama e

Shinozaki, 2007), e podem apresentar sobreposigcao de fungao.

3.2.2.3. Fatores de Transcricdo AREB

Algumas classes de fatores de transcricdo com dominios ziper de
leucina basico (bZIP) estdo entre os genes de regulacdo que desempenham
papéis fundamentais na tolerancia a estresses por salinidade, frio, calor e seca.
cDNAs de Arabidopsis que codificam para fatores de transcricdo da familia
bZIP referidos como AREB/ABF (ABA-Responsive Element Binding protein/
ABRE-Binding Factor — proteina de ligagdo ao elemento ABA-reponsivo/ Fator
de ligagcdo ao ABRE) foram isolados em levedura pelo sistema de varredura
duplo-hibrido (Choi et al., 2000; Uno et al., 2000). No genoma de Arabidopsis
existem 75 fatores de transcrigdo bZIP divididos em 13 grupos (do grupo A ao
L, e S) de acordo com seus dominios bZIP e similaridades entre os motifs
conservados (Corréa et al.,, 2008). Destes grupos, 13 proteinas sé&o
classificadas como pertencentes a subfamilia de AtAREBS/AtABFs e
apresentam trés dominios conservados, sendo dois na regidao N-terminal e um

na regiao C-terminal (Jakoby et al., 2002).
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Corréa et al. (2008) apresentaram uma classificagcdo mais atualizada
sobre a evolugao dos fatores bZIPs de plantas. No entanto, a fim de facilitar o
entendimento, utilizou-se nesta revisdo a classificacdo de Jakoby et al. (2002)
e, nesta abordagem, os dados sobre o grupo onde AREB1 esta inserido em
Arabidopsis sdo os mesmos quando comparados a outra classificagdo. O grupo
A surge primeiramente em termos evolutivos no ancestral comum mais recente
das espermatdfitas e foi recrutado ndo sé para o desenvolvimento das
sementes ou germinagdo, mas também para o “ajuste-fino” das respostas a
desidratacéo e ao estresse salino (Corréa et al., 2008). Esta subfamilia (Grupo
A) dos fatores bZIPs €& composta por nove homodlogos no genoma de
Arabidopsis, de modo que AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, ABF3 sédo expressos
principalmente em resposta a desidratagcdo e a alta salinidade em tecidos
vegetativos, mas ndo em sementes, mostrando que membros de um mesmo
grupo podem ter padrdes de expressao similares e compartilhar fungdes (Fujita
et al., 2005). Neste mesmo estudo, plantas de Arabidopsis transgénicas
superexpressando uma forma ativa do gene AREB1 (AREB1AQT) mostraram
hipersensibilidade ao ABA e maior tolerancia a seca, ao passo que AREB1,
AREB2 e AREB3 sem modificacdo na proteina requereram aumento da sintese
do ABA para sua completa ativagdo. Em adigao, oito genes representando dois
grupos de proteinas funcionais e regulatérias foram up-regulados: genes da
classe LEA e genes regulatodrios estresse- e ABA-induzidos.

Quando a planta acumula ABA em suas células devido a alguma forma
de estresse ambiental, a expressdao de muitos genes ABA-responsivos é
induzida (Seki et al., 2002). No entanto, para que ocorra a transcricao dos
genes ABA-dependentes, uma uUnica copia de ABRE ndo é o suficiente. Ao
contrario, muitos elementos cis ABRE, com a sequéncia conservada
PyACGTGG/TC, ou a combinagdo de um elemento ABRE com um elemento
complementar (Coupling Element — CE1, CE3), constituem o complexo ABA-
responsivo (Zhang et al., 2005; Gomez-Porras et al., 2007). Os CE s&o muito
similares ao ABRE, sendo que em Arabidopsis a sequéncia DRE/CRT pode
servir como um CE de ABRE em resposta ao ABA (Narusaka et al., 2003),
sugerindo a existéncia da interagao entre os regulons de DREB (Dehydration
responsive element binding — elemento de ligagao responsivo a desidratagéo) e

regulons relativos ao ABRE.
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Na sinalizacdo e ativagdo génica dependente de ABA, o regulon
AREB/ABF é constituido de uma cascata génica, onde a regidao promotora dos
genes que a constituem possuem o maior cis-elemento da expressao génica
ABA-dependente, o ABRE. Alguns trabalhos tém demonstrado o uso e a
eficiéncia destes fatores de transcricdio AREB na obtencdo de OGMs mais
tolerantes a seca (Fujita et al., 2005; Barbosa et al., 2012; Li et al., 2013).
Assim, a expressao constitutiva dos fatores de transcricdo ABF3 e ABF4, que
reconhecem os elementos ABRE na regido promotora de determinados genes,
aumentou a tolerancia a seca em plantas transgénicas de A. thaliana, exibindo
ainda expressdo aumentada de genes de resposta ao ABA, como rd29B,
rabl8, ABI1 e ABI2 (Kagaya et al., 2002; Kang et al., 2002).

A ativacao transcricional de AREB depende de uma modificagdo poés-
transcricional (fosforilagdo). Este complexo mecanismo envolve a presenca de
uma recém-descoberta classe de START proteins [(PYR / PYR-like (PYL) /
Regulatory Componentof ABA Receptors (RCAR)] (Fuijii et al., 2009; Nishimura
et al., 2009; Myazono et al., 2009; Melcher et al., 2009; Santiago et al., 2009;
Yin et al., 2009), previamente identificadas como ABA receptors, onde na
presenca de ABA tais proteinas “aprisionam-0” e depois sequestram uma
fosfatase (PP2C), permitindo com que outras proteinas quinases fosforilem e
ativem fatores trans AREBs/ABFs (Sheard e Zheng, 2009). Uno et al. (2000)
observaram que a quinase ABA-responsiva de 42-kD fosforila regides
conservadas de AREBs/ABFs, sugerindo que a fosforilagdo ABA-dependente
poderia estar envolvida na ativacdo da subfamilia de proteinas AREB. De fato,
a ativacao de AREB1 requer modificagao poés-transcricional ABA-dependente.
A atividade da quinase ABA-dependente 42-kD fosforila residuos Ser/Thr do
sitio R-X-X-S/T em regides conservadas de AREB1 (Furihata et al., 2006).
Plantas transgénicas superexpressando a forma ativa fosforilada de AREB1
expressaram muitos genes ABA-induzidos, incluindo RD29B, sem tratamento
com ABA (Furihata et al., 2006). Estes resultados sugerem que a fosforilagao
multi-sitio ABA-dependente de AREB1 regula sua propria ativagado em plantas,
e que eventos regulados de fosforilacdo e desfosforilagdo sdo importantes para
a sinalizagao do ABA (Nakashima et al., 2009).

Yoshida et al. (2010) avaliaram trés membros da familia AREB, os genes
AREB1, AREB2 e AREBS3, e reportaram que estes fatores de transcricdo
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requerem ABA para sua completa ativagao, além de poderem formar hetero- ou
homodimeros para atuarem no nucleo, bem como interagirem com a proteina
SRK2D/SnRK2.2, uma SnRK2 quinase identificada como reguladora de
AREB1. Estes autores sugeriram também que estes trés fatores tém fungdes
que se sobrepdem e, para identificar seu papel, produziram triplos mutantes de
AREB1, AREB2 e ABF3. Com analises em larga escala de transcriptoma,
foram identificados alguns genes significativamente down-regulados nos
mutantes triplos em resposta a desidratagao, alta salinidade e tratamento com
ABA, incluindo genes da classe das proteinas LEA como RD29B, AlL1, RAB18,
EM1 e EMG6; genes ABA-regulados como RD20, ITP4 e SAG29; genes de
fatores de transcricdo myb como AtMYB74, AIMYB79, AtMYB102 e AtMYB121;
e genes da fosfatase grupo-A tipo 2 (group-A type-2C protein phosphatase -
pp2c) como AHG1, AHG3, HAI1, HAI2 e HAI3.

Os referidos autores analisaram ainda o crescimento dos mutantes
triplos, duplos e simples para os trés genes e observaram diminuicdo no
crescimento quando os mutantes foram cultivados em substrato. Porém, néo
foram observadas diferencas marcantes quando crescidos em agar. Estes
dados corroboraram outros estudos os quais relataram que AREB1, AREB2 e
ABF3 sao reguladores positivos da via de sinalizacdo do ABA, sugerindo que a
inibicdo no crescimento das plantas em substrato poderia ser resultado de um
aumento na sensibilidade a seca (Kang et al., 2002; Kim et al., 2004; Fujita et
al., 2005). Para testar esta hipdtese, os pesquisadores observaram a
recuperacao das plantas apds reidratacao em substrato e identificaram que a
taxa de sobrevivéncia dos triplos mutantes arebl areb2 abf3 foi marcadamente
reduzida quando comparada as taxas dos mutantes simples, duplos e plantas
nao-transformadas, sugerindo que todos os trés fatores de transcricdo AREBI,
AREB2 e ABF3 possuem sobreposicao de fungdo pois todos conferem
tolerancia a seca (Yoshida et al., 2010).

Neste contexto, a introducdo de construgdes génicas contendo o gene
AtAREBL1 isolado de A. thaliana juntamente com o promotor constitutivo 35S
em embrides de soja apresenta-se como mais uma alternativa na busca de

linhagens mais tolerantes a periodos de déficit hidrico (Ohtsu et al., 2007).
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DE RESPOSTAS
MOLECULARES E FISIOLOGICAS DE PLANTAS DE SOJA
GENETICAMENTE MODIFICADAS COM 35S-AtAREB1 SOB
DEFICIT HIDRICO

RESUMO

O estresse hidrico € uma dos principais fatores limitantes para a produtividade
das culturas mundialmente. Atualmente, técnicas de engenharia genética que
visam modificar os padroes de expressdao de genes responsivos ao estresse
hidrico constituem-se numa ferramenta poderosa para o desenvolvimnento de
plantas tolerantes a seca. Dentro deste contexto, os fatores de transcricao
desempenham papel essencial, uma vez que eles reconhecem sequéncias
especificas de DNA na regidao regulatéria de genes alvos e dessa forma
regulam sua expressao. AREBI1 & um fator de transcricdo da familia ziper de
leucina basico (bZIP) que se liga ao elemento ABRE na regido promotora de
genes induzidos por ABA. Varios trabalhos relatam que plantas super
expressando AREB1 tem maior tolerancia a seca. No presente estudo plantas
de soja transformadas com 35S:AtAREB1 foram caracterizadas
molecularmente e fisiologicamente em condicbes de casa de vegetagao.
Observou-se que a expressao do AtAREB1 sob controle do promotor CaMV 35
em plantas de soja ndo promoveu retardo no crescimento e resultou em
maiores taxas de sobrevivéncia das plantas transformadas apos déficit hidrico
e re-irrigagao. Plantas dos eventos 1Ea2939 e 1Eb2889 tiveram maior numero
total de vagens, maior numero de sementes e maior massa seca de sementes.
Sugere-se que a superioridade dos eventos 1Ea2939 e 1Eb2889 em relagao as
plantas BR 16 e evento 1Eal15 esteja relacionada com mecanismos de
evitamento a seca por meio de reducdo na condutdncia estomatica e
transpiracdo foliar quando em condicoes de boa disponibilidade hidrica e
possivelmente alteracdes nos perfil de expressao de fosfatases e quinases.

Palavras-chave: Acido abscisico. Estresses abidticos. Glycine max.
Organismos geneticamente modificados.
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ABSTRACT

Drought stress is one of the main limiting factors for crop productivity worldwide.
Currently, genetic engineering techniques aiming to modify the expression
patterns of genes responsive to drought stress constitute a powerful tool for the
development of drought-tolerant plants. In this context, the transcription factors
play an essential role since they recognize specific DNA sequences in the
regulatory region of target genes and thereby regulate its expression. AREBI1 is
a transcription factor family of basic domain/leucine zipper that binds to ABRE
element in the promoter region of genes induced by ABA. Several papers report
that plants over-expressing AREB1 have greater drought tolerance. In this study
soybean plants transformed with 35S:AtAREB1 were characterized molecularly
and physiologically in greenhouse conditions. It was observed that the
expression of AtAREB1 under control of CaMV 35 promoter in soybean plants
did not cause growth retardation and resulted in increased survival rates of
transformed plants after drought and re-watering. Plants of the events 1Ea2939
and 1Eb2889 had higher total number of pods, number of seeds and higher dry
seeds weight. It is suggested that the better performance of the events
1Ea2939 and 1Eb2889 in relation to plants BR 16 and event 1Ea15 is related to
drought avoidance mechanisms by reducing stomatal conductance and leaf
transpiration under conditions of water availability. Changes in the expression
profile of phosphatases and kinases may also be involved.

Keywords: Abscisic acid. Abiotic stresses. Glycine max L. Merrill. Genetically
modified organisms.
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INTRODUCAO

Os impactos das mudangas climatica globais sobre a produgao agricola
constituem uma das principais prioridades de pesquisa cientifica na ultima
década. Para os proximos anos, varias previsdes apontam para a ocorréncia de
alteragbes no regime de chuvas, resultando periodos de seca mais severos
e/ou inundagdes e ainda para aumento do CO, e da temperatura atmosférica.
A seca é um dos fatores que apresentam maior impacto sobre a produtividade
das culturas. Neste contexto, a prospeccdo de genes que participam nos
mecanismos de tolerancia e defesa das plantas, assim como suas redes
regulatorias tem se mostrado uma tarefa necessaria e essencial para
desenvolver plantas tolerantes a seca por meio de modificagéo genética (Arun
et al., 2014).

O Acido Abscisico (ABA) participa da coordenagdo das respostas a
diminuicdo da disponibilidade de agua e de outros estimulos ambientais em
varias fases de desenvolvimento vegetal (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki,
2006). Na via de sinalizacao ABA-dependente, o ABA se liga diretamente a
familia PIR/PYL de receptores ABA, resultando na inibicdo da classe de
fosfatases 2C (PP2C) e ativagao da sinalizagao ABA downstream. Desta forma,
o ABA também regula a expressao de varios genes, cujos produtos podem
funcionar na tolerdncia a desidratagdo. Alguns genes desta cascata estao
relacionados a sintese de protetores osmoéticos e proteinas abundantes na
embriogénese tardia (LEA) sob condi¢cdes de estresse osmoético. Proteinas da
classe LEA s&o altamente hidrofilicas e podem atuar na manutengéo de agua e
protecdo de macromoléculas em células desidratadas (Chakrabortee et al.,
2007).

AREB1/ABF2 & uma proteina, dependente de ABA, que regula a
expressdo génica responsiva ao estresse, atuando como principal fator de
transcricdo sob estresses abidticos em Arabidopsis thaliana (Kobayashi et al.
2008; Lee et al., 2010). Fujita et al. (2005) relataram que plantas transgénicas
de Arabidopsis, superexpressando a forma ativa de AREB1 exibiram
hipersensibilidade a ABA e tolerancia a seca. Estudos recentes tém

demonstrado a importancia e o potencial de proteinas AREB1 e bZIP na
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tolerancia ao déficit hidrico (Fujita et al., 2011; Kim et al., 2011; Reeves et al.,
2011). Em 2011, Gao et al. relataram uma proteina ortdloga muito préxima de
AtAREB1/AtABF2 em soja (GmbZIP1), e mostraram que sua superexpressao
em Arabidopsis melhorou a tolerancia a seca.

Neste contexto cientifico, o presente trabalho teve como objetivos
caracterizar o perfil de expressao dos genes upstream e dowstream ao fator de
transcricdo AREB e analisar as linhagens originadas quanto a parametros

fitométricos, fisioldgicos e agrondmicos sob déficit hidrico.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Neste estudo foram utilizadas linhagens de soja obtidas por meio de
transformacdo genética da soja via biobalistica e Agrobacterium tumefaciens
utilizando respectivamente as construgdes PBI35S-AREB1 e pC3300J-
35S:AREB1 (ANEXQOS). O processo de transformacgao realizado no laboratério
de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja resultando em varios eventos
contendo a construgcdo 35S-AtAREB1 na geracao To. Por meio de andlises de
Southern blot e quantificacdo absoluta por PCR em tempo real estimou-se o
numero de insertos e copias nas plantas da geragdo T¢. A partir destes
resultados foram selecionados trés eventos nomeados 1Eb2889, 1Eal15 e
1Ea2939, as denominagdes 1Ea e 1Eb foram usadas para diferenciar os
materiais transformados da cultivar BR 16 via Agrobacterium e biobalistica,
respectivamente. O evento 1Ea2889 apresentou 1 a 2 cépias (Barbosa et al.,
2012), e os eventos 1Ea15 e 1Ea2939 apresentaram 2 e 1 inser¢des do
transgene, respectivamente. Sementes da geragdo T3 multiplicadas dos
eventos selecionados foram utilizadas em experimentos moleculares,

fisiologicos e agrondmicos a fim de atender aos objetivos do presente trabalho.

Andlise da expresséao de genes induzidos por AtAREB1

Para a analise dos genes da cascata do AtAREB1, seguiu-se o

delineamento inteiramente ao acaso 4x2, sendo 3 linhagens (1Ea15, 1Ea2939
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e 1Eb2889) e cultivar convencional BR 16; e 2 condi¢gdes hidricas (controle e
déficit hidrico), com nove repeticdes. Sementes da geragado T3 dos eventos
selecionados e da cultivar convencional BR 16 n&o transformada foram
previamente tratadas com carboxina + tiram (200 g L™) e fipronil (250 g L™)
para manutencdo de sua sanidade. Posteriormente, as sementes foram
dispostas em papel Germitest® umedecido com volume de agua equivalente a
duas vezes e meia o peso do papel seco e germinadas por 96h em camera de
germinacdo a 25°C £ 1 e 100% de umidade relativa. Em seguida, as plantulas
foram transferidas para vasos de 1 Kg (15 cm diametro externo x 10 cm base x
11 cm altura) preenchidos com a mistura substrato:areia (1:1), com o substrato
constituido de terra:areia:composto orgénico (3:2:2), de modo que cada vaso
conteve uma unica plantula. As plantulas foram mantidas em casa de
vegetacdo com temperatura programada a 28+2°C, com registros de
temperatura e umidade relativa a cada 5 min por meio de termohigrégrafo
(Hobo U14-002, Onset®).
O tratamento experimental das disponibilidades hidricas corresponderam
a déficit hidrico (DH) e seu respectivo controle (C). O DH foi identificado com
base em valores de condutancia estomatica (gs) inferiores a 200 mmol H,O m™
s, enquanto a condigdo controle correspondeu a valores de gs superiores a
200 mmol H,0 m™? s™ (Flexas et al., 2004; Salinet, 2009). A condigdo controle
correspondeu a manutengdo do substrato a 100% da capacidade de campo,
enquanto o DH foi induzido por suspenséo total da irrigagdo. A manutencao da
capacidade de campo a 100% foi procedida pela irrigagcdo uma vez ao dia com
volume fixo de agua suficiente para saturar a mistura presente nos vasos.
Quando as plantas atingiram o estadio V1 (Fehr et al., 1971), aquelas
positivas foram identificadas via PCR convencional e mantidas a 100% da
capacidade de campo até atingirem o estadio V4 (Anexos). No estadio V4 e um
dia antes da indugédo do DH, os vasos foram saturados com agua ao final da
tarde, deixados drenar durante a noite, € na manha seguinte foram cobertos
com sacos plasticos para prevencdo da perda de agua por evaporacado da
mistura substrato:areia. O caule das plantas foi envolto com algodao a fim de
se amenizar a perda de agua por evaporagao pela regiao central do vaso. A

partir deste momento, a irrigagdo foi suspensa nos vasos pertencentes aos
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grupos DH, enquanto os vasos do grupo controle permaneceram a 100% da
capacidade de campo.

Um monitoramento diario da condutancia estomatica foi realizado até as
plantas apresentarem valores de gs inferiores a 200 mmol H,O m? s™ (7 dias
de déficit hidrico), assim foi realizada a coleta de amostras para analise de
expressao do gene AtAREB1 e de genes da cascata. Anteriormente a coleta
medidas de trocas gasosas - taxa fotossintética (A), concentragao intercelular
de CO; (Ci) condutancia estomatica (gs) - e de temperatura foliar foram
realizadas no foliolo central do terceiro trifélio completamente expandido
sentido apice-base por meio de um analisador portatil de fotossintese (LI-
6400XT, LI-COR) com uma fonte de luz 90% vermelha + 10% azul e cdmara de
2 cm?. As medicdes foram realizadas no interior da casa de vegetacdo entre 9
e 11h e em boas condi¢gdes de luminosidade, considerando-se as seguintes
condigbes: radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR), 1000 umol m? s
referéncia de CO2, 400 pymol mol™; referéncia de agua, 18-20 mmol mol™; fluxo
de CO,, 400 pmol s™.

Apos a obtengao das medidas de trocas gasosas, coletou-se o terceiro
trifélio totalmente expandido sentido apice-base, o qual foi embalado em papel
aluminio, mergulhado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C. Cabe
ressaltar que no decorrer da coleta das plantas sob DH ocorreu rapido aumento
da temperatura no interior da casa de vegetacdo, levando a um rapido
decréscimo da gs das plantas sob C (valores menores que 200 mmol H,O m? s”
1). Desta forma, para garantir que as plantas do grupo C pudessem ser
coletadas em condigdes controle (gs maior que 200 mmol H,O m? s™), optou-
se pela coleta destas no dia seguinte, cujas medidas de gs puderam ser obtidas

mais ao inicio do periodo de avaliagdo (mais proximas ao horario das 9h).

Andlise da expresséo de transcritos por RT-gPCR

Para se verificar o perfil de expressao de AtAREBL1 e de genes upstream
e dowstream a este fator de transcricao nos eventos transgénicos e BR 16, foi
feita analise por reagdo de transcricdo reversa, seguida de amplificacdo por

RT-gPCR. Os genes selecionados para andlise de expressdao foram: 35S-
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AtArebl, fosfatase PP2C (Glyma14g37480), quinase GmSRK2
(Glyma02g15330), GmRAB18 (Glyma09g31740). Os genes utilizados foram
escolhidos baseando-se em resultados de microarranjos de cDNA de
Arabidopsis thaliana (Yoshida et al., 2010; Fujita et al., 2009), verificando-se a
provavel localizacdo desses genes em rotas metabdlicas de resposta a
estresses abidticos.

Para se avaliar o nivel de expressdo dos genes da cascata do AREB1
nos foliolos das diferentes linhagens avaliadas, amostras de RNA total foram
obtidas usando-se o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. A purificacdo das amostras foi feita com
o kit DNAse | Amplification Grade, (Invitrogen Life Technologies) com a
finalidade de eliminar DNA remanescente nas amostras. Para confirmar a
pureza do RNA, uma reacao de PCR foi realizada utilizando-se iniciadores que
amplificam introns do gene B-actina. Cerca de 5 pg dos RNAs totais foram
utilizados para a sintese do cDNA utilizado-se o kit Superscript® Il First Strand
Synthesis System for RT- PCR (Invitrogen Life Technologies). Apds a sintese
do cDNA, uma nova reacao de PCR foi realizada para se verificar a eficiéncia
da sintese de cDNA e, em gel de agarose, foi observada uma diferenga de
tamanho de 80 pb entre as bandas amplificadas do DNA genémico e do cDNA
da amostra. Isto ocorreu pelo fato do cDNA ndo possuir introns, resultando
entdo em uma banda menor que a do DNA gendmico.

O desenho dos primers para o RT-gPCR foi realizado com o auxilio do
programa Primer Express versao 3.0 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA)
(Anexos). Para cada gene e para cada tratamento, a quantificagao relativa do
nivel de expressao génica foi realizada em trés amostras, cada qual
representada por um bulk de trés repeti¢cdes bioldgicas (n=9). As reagdes foram
conduzidas em termociclador 7900 HT (Applied Biosystems) utilizando-se o kit
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), conforme as instru¢des
do fabricante. Como gene referéncia foi utilizado a B-actina (acesso n°:
GMU60500), o qual apresenta expressao constitutiva em todos os tecidos sob
condi¢des de déficit hidrico, Stolf-Moreira et al. (2011) (Anexos).

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo para os genes em estudo foi
estimada por meio de diluicdes seriadas de cDNAs (1x, 5x, 25x, 125x e 625x)
(Anexos). Os parametros de ciclagem para as rea¢des de amplificagdo foram
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50 °C por 2 min e 95 °C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e
60 °C por 1 min. A especificidade dos produtos amplificados foi avaliada pela
analise das curvas de dissociagcéo geradas logo apds o final de cada reacgao de
quantificacdo. Na dissociagao, os produtos de amplificagdo foram submetidos a
temperaturas de 60 a 95 °C.

Para calcular a eficiéncia da reagao foi aplicada a formula: E=[10-
1/slope]-1. A expresséo relativa foi determinada pela normalizagédo com o gene
referéncia B-actina para as plantas controle (C) e submetidas ao déficit hidrico
(DH). A expressdo foi calculada pelo método 24P onde DCt = Ct

experimental - Ct normalizador.

Parametros de florescimento e rendimento

As plantas avaliadas no experimento da analise de expressao foram
também caracterizadas, quanto a diferencas no periodo de florescimento. Esta
avaliacao foi realizada no inicio do ciclo reprodutivo (R1/R2), em dois dias
distintos, quanto a presenca ou auséncia de flores.

Posteriormente, as plantas foram transferidas para vasos maiores (8 Kg)
contendo a mesma composigao substrato:areia (1:1) e mantidas em condigdes
bem irrigadas até o final do ciclo. Realizou-se fertilizagdo da composicdo com
solugao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) duas vezes por semana.

Ao final do ciclo reprodutivo, alguns parametros de rendimento (por
planta) foram avaliados: numero total de vagens, numero total de sementes,
massa seca total de vagens, numero de sementes viaveis, massa seca de

sementes viaveis, massa seca total de sementes.

Analise da taxa de sobrevivéncia e transpiracao

Neste ensaio, a porcentagem de dano foliar/sobrevivéncia das plantas
geneticamente modificadas com as construgbes AtAREB1 e a cultivar BR 16
foram comparadas. Pelo fato da sobrevivéncia sob déficit hidrico poder ser
decorrente de menor uso de agua causada por fechamento estomatico ou

diferencas na area foliar, diferencas na transpiracdo também foram avaliadas.
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Sementes da geragédo T3 dos eventos selecionados e da cultivar BR 16
foram plantadas em vasos de 1 kg com substrato constituido de uma mistura
de substrato:areia 1:1 (substrato 3:2:2), com o substrato constituido de
terra:areia:composto organico. As plantas foram mantidas com bom suprimento
de agua (100% da capacidade de campo) até o estadio V,. Quando as plantas
atingiram este estadio, os vasos foram saturados com agua e envoltos em saco
plastico para evitar evaporagédo de agua diretamente do substrato. O caule das
plantas foi envolto com algodao a fim de se amenizar a perda de agua por
evaporagao pela regiao central do vaso. A partir dai a irrigacao foi suspensa
(17 dias). O delineamento usado foi o de blocos ao acaso com 3 linhagens e a
cultivar BR 16, e 10 blocos, totalizando 40 parcelas.

Durante o periodo de déficit hidrico, foi realizada a avaliagdo da
transpiracao pela diferenga na perda de agua entre dias sucessivos, expressa
emg dia™, por meio da pesagem diaria dos vasos sempre a partir das 9h. Apos
17 dias de déficit hidrico, quando todas as BR16 apresentaram 100% de
mortalidade, as plantas foram reidratadas e, no sétimo dia de reidratacéo
(novamente a 100% da capacidade de campo), quando as plantas
apresentaram evidente recuperagao ao déficit hidrico, foi contado o numero de

plantas que sobreviveram ao déficit (Exemplo: 7 em 10=70%).

Analise de crescimento

Este experimento foi conduzido com o objetivo de verificar se a
transformacao genética usando-se o promotor constitutivo 35S retardou ou néo
o crescimento das plantas transformadas. O delineamento experimental
utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 4x2x2: trés linhagens
(BR 16, 1Ea15, 1Ea2939 e 1Eb2889) e a cultivar BR 16; duas disponibilidades
hidricas (C e DH) e duas épocas de avaliagao e coleta de material, com cinco
blocos, totalizando 80 parcelas.

As plantas foram mantidas com bom suprimento de agua (100% da
capacidade de campo) até o estadio V3. Ao atingirem este estadio, realizou-se
a primeira avaliagdo (ainda em condigbes de boa disponibilidade hidrica) e

coleta do material vegetal, caracterizada incialmente pela contagem do numero
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de nés (NNOS), e medicdo da area foliar total inicial (dm?) pelo equipamento
LI-3100C. Em seguida, os diferentes tecidos coletados (raizes e laminas
foliares) foram armazenados separadamente em sacos de papel e secos em
estufa a 60C° para obtencdo de massa seca constante, a qual foi pesada em
balanga com sensibilidade de 0,1g.

ApoOs esta primeira coleta, os vasos remanescentes foram saturados
com agua e envoltos em saco plastico para se evitar evaporagdo de agua
diretamente do substrato. A partir deste momento, a irrigacéo foi suspensa nas
plantas do grupo DH, enquanto o grupo C permaneceu a 100% da capacidade
de campo. Ao décimo quinto dia, quando as plantas encontravam-se
visualmento sob déficit hidrico, realizou-se a segunda coleta do material
vegetal com as mesmas avaliacbes descritas na avaliagao inicial, além da
determinacao do potencial hidrico do substrato (MPa) no grupo DH por meio de

um potencidmetro modelo WP4C (Decagon).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fenotipo de plantas de soja transformadas com 35S-AREB1

Inicialmente, foi observado que nos estadios iniciais do desenvolvimento
das plantulas (ainda em condi¢cbes de boa disponibilidade hidrica), designadas
ao tratamento DH, ocorreram diferengas no crescimento dos eventos GMs
1Ea2939 e 1Eb2889 em relacéo a cultivar convencional BR 16. Notou-se ainda
que o evento 1Ea15 apresentou maiores valores iniciais de massa seca de raiz
(MSR), massa seca de lamina foliar (MSLF) e area foliar total (AF) (Tabela 1).

No entanto, ao final do periodo experimental ndo houveram diferencas
para os parametros massa seca de raiz, massa seca de laminas foliares e area
foliar total quando plantas foram comparadas sob condi¢ées bem irrigadas e
sob déficit hidrico. Estes resultados permitem inferir que a transformacao de
plantas de soja com o transgene 35S-AtAREB1 sob o controle do promotor
constitutivo CaMV 35S nao alterou as caracteristicas de crescimento das
plantas transformadas. Cabe destacar que o evento 1Eal15, no entanto,
apresentou caracteristicas de crescimento superiores em relagado a BR 16 e as
linhagens GMs 1Ea2939 e 1Eb2889 (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros de crescimento de plantas de soja AtAREB geneticamente

modificadas e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16).

Avaliacao Inicial

Tratamentos Caracteristicas fenotipicas
Controle MSR MSLF AF
BR 16 0,75+0,05ab 0,52+0,02b 152,531£12,98a
1Eal5 0,84+0,08ab 0,62+0,02a 178,21+16,30a
1Ea2939 0,66+0,09b 0,5310,04b 141,83114,56a
1Eb2889 0,96+0,09a 0,53+0,02b 147,5716,45a
Déficit Hidrico
BR 16 0,91+0,15b 0,58+0,02b 166,27+7,26ab
1Eal5 1,26+0,09a 0,68+0,06a 192,23+17,99a
1Ea2939 0,63+0,06¢c 0,48+0,02c 129,9546,76bc
1Eb2889 0,58+0,05¢c 0,44+0,03c 121,37+10,83c
Avaliacédo Final
Tratamentos
Controle MSR MSLF AF
BR 16 1,09+0,08Aa 0,80+0,03Ab 171,77+29,15Aab
1Eal5 1,02+0,06Aa 1,11+0,01Aa 206,10+21,08Aa
1Ea2939 1,02+0,10Aa 0,76+0,04Abc  181,54+11,40Aab
1Eb2889 0,91+0,14Aa 0,71+0,02Ac 155,07+24,34Ab
Déficit Hidrico
BR 16 0,88+0,08Aa 0,62+0,01Ba 102,73+4,30Ba
1Eal5 0,91+£0,01Aa 0,67+0,02Ba 115,47+13,05Ba
1Ea2939 0,76+0,06Ba 0,63+0,05Ba 140,42+14,25Ba
1Eb2889 0,89+0,04Aa 0,64+0,03Aa 134,01£14,33Aa

MSR= massa seca de raiz; MSLF= massa seca de lamina foliar; AF= area foliar.

Médias (numero de repeticdes = 5) + erro padréo seguidas de letras mailsculas (dentro dos
eventos e BR 16; entre condigbes hidricas) e letras minusculas (dentro da condig&o hidrica;
entre os eventos) iguais nao diferem entre si pelo teste Duncan (p<0.05).

Conforme descrito na literatura, o promotor 35S é frequentemente
associado ao retardo no crescimento (Kasuga et al., 1999; Kasuga et al., 2004;
Morran et al.,, 2011). Plantas de Arabidopsis thaliana superexpressando
DREB1A apresentaram severo retardo no crescimento em condi¢gdes controle.

Em tomate, plantas superexpressando CBF1 sob controle deste promotor
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tiveram um fendtipo ando em condicao de boa disponibilidade hidrica (Hsieh et
al., 2002a, 2002b).

Em soja, Barbosa et al. (2012) trabalharam com plantas GMs com a
mesma construcao (pBI35S-AREB1) e observaram que, dentre os eventos com
baixo numero de coépias do transgene, o evento A24.10 apresentou leve
reducdo no numero de folhas e o evento A2057.03 ndo apresentou nenhum
retardo no crescimento.

No presente estudo, as interagdes entre gendtipo e condigdo hidrica e
entre as condicdes hidricas nao apresentaram significancia para a taxa de
crescimento relativo diaria (TCR_dia). O evento 1Ea2939 apresentou maior
taxa de crescimento relativo diaria ao longo do periodo experimental em
relacdo ao evento 1Ea15, e ndo diferiu estatisticamente dos demais materiais
vegetais (Tabela 2). As linhagens 1Ea2939 e 1Eb2889 tiveram maior numero
de nds quando comparadas com os demais materiais em condicdes de déficit
hidrico (Tabela 3). Esta caracteristica (numero de nos) esta diretamente
relacionada com o rendimento final das linhagens, uma vez que este parametro
€ frequentemente associado ao numero de vagens por unidade de area.
Quanto mais nds, maior o numero das estruturas de suporte de vagens, que

desempenham papel fundamental na determinacao do rendimento (Egli, 2012).

Tabela 2. Taxa de crescimento por dia de plantas de soja AtAREB
geneticamente modificadas e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16).

Gendétipos/linhagens TCR_dia
BR 16 0,02+0,01ab
1Eal5 0,01+0,01b

1Ea2939 0,03+0,01A
1Eb2889 0,03+0,01ab

TCR dia = Taxa de Crescimento Relativo por dia. Valores representam médias (numero de
repeticbes = 10) + erro padrdo. Médias seguidas de mesmas letras nao diferem entre si pelo
teste Duncan (p<0.05).

Tabela 3 — Numero de nos de plantas de soja AtAREB geneticamente
modificadas e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16).

Gendétipos/linhagens NNOS
C DH
BR 16 6,80+0,44A 5,70+£0,21B
1Eal5 6,90+0,35A 6,30+0,21B
1Ea2939 6,20+0,25A 5,90+0,28A
1Ea2889 6,20+0,25A 6,10+£0,23A

NNOS (numero de nos). C (controle). DH (déficit hidrico). Valores representam médias (nUmero
de repeticbes = 10) + erro padrdo. Médias seguidas de mesmas letras dentro de cada condicao
hidrica ndo diferem pelo teste Duncan (p<0.05).
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Trocas gasosas das plantas de soja transformadas com a
construcao 35S-AREB1

Sob boa disponibilidade hidrica os eventos GMs 1Ea2939 e 1Eb2889
apresentaram menor valor de condutancia estomatica (gs), enquanto que, sob
déficit hidrico, estes gendtipos apresentaram maiores valores de gs em relagao
a cultivar convencional BR 16 e o evento 1Ea15 (Figura 1).

Diferencas na gs e/ou area foliar das plantas resultaram em diferengas
na forma com que as plantas exauriram agua do solo, de modo que aquelas
com maiores gs (BR 16 e 1Ea15) e/ou area foliar exauriram agua do solo mais
rapidamente devido a maiores taxas de transpiracdo. Segundo Lawlor (2013),
este exaurimento diferencial da agua do solo é de extrema importancia na
interpretacéo de experimentos onde se estuda a tolerancia de plantas ao déficit
hidrico. De acordo este autor, o retardo no aparecimento de sintomas de déficit
hidrico em determinados materiais vegetais transgénicos ou cultivares
convencionais consideradas tolerantes podem ser resultados das diferengas na
taxa de perda de agua por transpiragdo. Consequentemente, no decorrer do
periodo experimental, o metabolismo das plantas com maiores taxas de
transpiracdo € prejudicado em relagdo aquelas com menores taxas de
transpiracao. Desta forma, tal mecanismo esta associado ao evitamento a seca

em contrapartida aos mecanismos de tolerancia a seca.
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Fig. 1 Condutancia estomatica de plantas AtAREB geneticamente modificadas e sua isolinha a
cultivar sensivel a seca (BR 16). a) controle. b) déficit hidrico. Valores representam médias +
erro padrdo; numero de repetigbes = 9. Em cada condigao hidrica, médias seguidas de
mesmas letras nao diferem entre si pelo teste Duncan (p<0.05).
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A redugédo na gs nos eventos GMs 1Ea2939 e 1Eb2889 resultou em
menor concentragdo interna de CO; na situagdo controle, entretanto essa
reducao na gs nao foi suficiente para promover alteragdes na taxa fotossintética
em relagao as plantas BR 16 e 1Ea15 (Figura 2ac). Para os eventos 1Ea2939 e
1Eb2889 também foi observado um consumo de CO;, sob déficit hidrico em
relagdo a situacado controle, enquanto que para a cultivar BR 16 e para o
evento 1Ea15 o CO; interno acumulou-se ocasionando reducdes nas taxas
fotossintéticas.

Embora exista um consenso na literatura de que a principal causa de
reducdo na fotossintese sob déficit hidrico seja resultado de fechamento
estomatico, menor condutdncia mesofilica e comprometimento metabdlico,
decréscimos na atividade da rubisco, podem ocorrer e causar quedas nas
taxas fotossintéticas (Flexas et al., 2004a; Flexas e Medrano, 2002; Bota et al.,
2004).
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Fig. 2 Concentragcdo intercelular de CO, e taxa fotossintética de plantas AtAREB
geneticamente modificadas e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16). a) Concentragéo
intercelular de CO, de plantas sob controle. b) Concentragao intercelular de CO, de plantas sob
déficit hidrico. c) Taxa fotossintética de plantas sob controle. d) Taxa fotossintética de plantas
sob déficit hidrico. Valores representam médias + erro padrdo; numero de repeticbes = 9. Em

60



cada condicdo hidrica, médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p=<0.05).

Para plantas C3, como a soja, a atividade da Rubisco nao é afetada por
déficit hidrico quando a gs ¢ >50-100 mmol H,0 m?s”, independente da
cultivar. Ao contrario, quando a gs cai abaixo deste valor a atividade da Rubisco
pode declinar dependendo da espécie e/ou condigdes ambientais (Flexas e
Medrano, 2002; Lawlor e Cornic, 2002; Tezara et al., 2002; Bota et al., 2004;
Flexas et al., 2004a; Ennahli e Earl, 2005).

Neste trabalho, os valores de gs da cultivar BR 16 e 1Ea15 estavam
abaixo daqueles dos eventos 1Ea2939 e 1Eb2889 e todos abaixo de 50 mmol
m?2s, Entretanto, para os eventos 1Ea2939 e 1Eb2889 foi observada a
manutencao da atividade fotossintética, enquanto que, para a cultivar BR 16 e
para o evento 1Ea15 observou-se desaceleragdo ou mesmo paralisacdo do

processo fotossintético sob déficit hidrico.

Transpiracdo de plantas de soja transformadas com a
construcdo 35S-AtAREB1 e potencial hidrico do substrato de

cultivo

Dados de transpiragao ao longo do periodo experimental revelaram que,
nos dias iniciais, apds a suspensao da irrigagdo e imposi¢cao do déficit hidrico
(2-3 dias), a transpiracao da cultivar convencional BR 16 e do evento 1Ea15
estava superior a dos demais eventos transgénicos (Figura 3). Muito
provavelmente tal fato ocorreu em funcdo da maior gs destes eventos sob
condicao controle (Figura 1a). As diferencas nas taxas transpiratorias entre os
materiais vegetais no inicio da suspensao da irrigacao, fez com que ao final do
periodo experimental, o substrato contento os eventos 1Ea2939 e 1Eb2889
estivessem com melhor status hidrico. Desta forma estas plantas passaram a

ter taxas transpiratérias superiores, em relacao as plantas BR 16 e 1Ea15.
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Fig. 3 Transpiracdo diaria das plantas AtAREB geneticamente modificadas e sua isolinha a
cultivar sensivel a seca (BR 16) sob déficit hidrico. Valores representam médias * erro padrao,
n=10.

O armazenamento de agua no substrato contendo os eventos
transgénicos pbéde ser confirmado pelo dado de potencial hidrico do substrato
ao final do periodo experimental. Assim, como observado na Figura 4 o
potencial hidrico do substrato contendo plantas dos eventos GMs 1Ea2939 e
1Eb2889 foi superior quando comparado aquele contendo as plantas BR 16 e
1Ea15.

Alguns autores relataram em milho (Ray e Sinclair, 1998), soja (Vadez e
Sinclair, 2001; Hufstetler et al., 2007) e amendoim (Bhatnagar-Mathur et al.,
2007) que declinio na transpiragdo, quando o substrato esta relativamente
umido, resulta na conservagao de agua no solo.

De acordo com Tuberosa (2012), tal mecanismo de conservagao pode
ser considerado vantajoso no caso de um longo periodo de seca, uma vez que
a agua armazenada no solo pode ser disponibilizada para uso em estadios
posteriores. Por outro lado, esta caracteristica nao seria vantajosa em
condicbes de periodo de seca curto, pois acarretaria uma diminuigdo na
captura de luz e fixacdo do carbono ocasionando perdas na producido ou

reducao no crescimento.
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Fig. 4 Potencial hidrico do substrato usado para o cultivo de plantas AtAREB geneticamente
modificadas e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16) sob déficit hidrico. Valores
representam médias = erro padréo, numero de repeticdes = 5. Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05).

Florescimento e Respiracdo de plantas de soja transformadas

com a construcao 35S-AREB1

As plantas BR 16 e 1Ea15 iniciaram o florescimento mais precocemente
do que plantas 1Ea2939 e 1Eb2889 (Figura 5). O aceleramento do ciclo destas
plantas pode ter colaborado para estratégia de escape a seca (Heatherly e
Elmore, 2004). Este comportamento n&o foi observado para as plantas dos
eventos GMs 1Ea2939 e 1Eb2889 sendo que, na situagdo controle estas
plantas apresentaram estratégia de evitamento a seca por meio da diminuigao
da condutancia estomatica, mecanismo nao observado nas plantas BR 16 e
1Ea15 (Lawlor, 2013).
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Fig. 5 Caracteristicas fenotipicas de plantas AtAREB geneticamente modificadas para
toleréncia a seca e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16). a) numero de plantas
apresentando botdes florais em 19/04/2013. b) niumero de plantas apresentando botbes florais
em 22/04/2013.

Lawlor (2013) relatou que, em culturas anuais como 0s cereais, O
crescimento vegetativo explora o periodo de chuvas em regides com estagdes
pronunciadas de secas e chuvas e, a maturagao de graos ocorre nos periodos
de seca, desta forma as plantas sdo capazes de escapar da seca.

Outra evidéncia para o fato de que as plantas BR 16 e 1Ea15 atingiram
niveis elevados de déficit hidrico do que plantas 1Ea2939 e 1Eb2889 durante o

periodo experimental foi a predomindncia nesses materiais vegetais de
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processos catabdlicos (respiracdo) em detrimento dos processos anabdlicos

(fotossintese) (Figura 6).
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Fig. 6 Respiragao das plantas AtAREB geneticamente modificadas e sua isolinha a cultivar
sensivel a seca (BR 16) sob déficit hidrico. Valores representam médias + erro padrao, numero
de repeticdes = 9.

Expressao do transgene AtAREB1 e do gene GmRAB18 em

plantas de soja sob condi¢cdes de déficit hidrico

A expressao do transgene AtAREBL1 foi observada nos eventos 1Ea2939
e 1Eb2889. Porém, nao foi detectada no evento 1Ea15. Os niveis de expressao
foram levemente maiores na condi¢cao controle. Contudo, a diferenca entre as
duas condig¢des (controle e déficit hidrico) foi inferior a 1x, pois o AtAREB1 foi
detectado nos eventos transgénicos a uma baixa taxa de transcrigdo (Figura 7)

devido a expressao constitutiva do promotor 35S.
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Fig. 7 Nivel de expresséo do transgene AtAREBL1 na cultivar BR 16 e em eventos GMs 1Ea15,
1Ea2939, 1Eb2889 em controle (C) e déficit hidrico (DH). A expressao foi normalizada com o
gene de referéncia Gmp-actina. Valores representam médias = erro padrdo; numero de
repeticdes = 9.

O gene GmRABI18, responsivo ao déficit hidrico, foi significativamente
expresso (aproximadamente 20x) nas plantas BR 16 e no evento 1Ea15 sob
condigdes de déficit hidrico (Figura 8). Nos eventos 1Ea2939 e 1Eb2889, a
expressao deste genes foi relativamente menor (cerca de 5x para ambos os
eventos) (Figura 8). Este resultado corrobora os resultados da condutancia
estomatica e transpiragao diaria (Figuras 1A e 3), mostrando que na condigao
DH os eventos 1Ea2939 e 1Eb2889 alcancaram niveis de estresse moderado
enquanto as plantas BR 16 e o evento Ea15 atingiram niveis de estresse
severo. Como elucidado anteriormente, tal fato pode ter ocorrido em fungao do
fechamento estomatico na condi¢gao controle, que antecedeu o periodo de
imposi¢ao do déficit hidrico e uso conservativo da agua presente no substrato
das plantas 1Ea2939 e 1Eb2889 (Figura 4).
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Fig. 8 Nivel de expressdo do gene GmRAB18 na cultivar BR 16 e em eventos GMs 1Ea15,
1Ea2939, 1Eb2889 em controle (C) e déficit hidrico (DH). A expresséao foi normalizada com o
gene de referéncia Gmp-actina. Valores representam médias = erro padrdo; numero de
repeticdes = 9.

O AtRAB18 codifica uma proteina hidrofilica rica em glicina (18.5 kDa),
que contém um dominio rico em serina e lisina conservado caracteristico de
proteinas RAB semelhantes em outras espécies. O RNA mensageiro de
RAB18 acumula-se em plantas expostas a baixa temperatura, déficit hidrico ou
aplicagdo de ABA exdgeno, mas nao em plantas submetidas ao choque
térmico (luchi et al., 2001). Resultados obtidos por este autor propiciaram
evidéncia genética direta para a regulagdo ABA-dependente do gene RAB18
de A. thaliana. A importancia do ABA enddgeno para a expressao do Rab18
tem sido demonstrada em varios estudos (Yoshida et al., 2010; Bauer et al.,
2013; Marcolino et al., 2014). Contudo, a expressao deste gene sob condi¢des
de déficit hidrico também esta associada a regulagcdo ABA-independente (luchi
et al, 2001). Marcolino et al., (2014) também detectaram a expressao de
GmRAB18 em plantas da cultivar BR 16 sob condi¢bes de déficit hidrico
moderado. Entretanto, apenas sob condi¢gdes de estresse severo a expressao
do gene foi induzida significativamente (mais que 2000x comparado ao
controle).

De acordo com os resultados observados no presente estudo, a alta
expressdo deste transcrito em BR 16 e na 1Ea15 esta, possivelmente,
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associada ao estresse severo ao qual as plantas BR 16 e 1Ea15 foram

submetidas, conforme demonstrado nas Figuras 1a, 2 e 3.

Possivel relacdo entre fechamento estomético e perfil de

expressao de quinases e fosfatases

A via de sinalizagdo por ABA é composta pelo horménio que ligado a
proteinas PYR/RCAR, fosfatases (PP2C) e quinases (SnRK2) medeiam a
transmissao do sinal (Melcher et al., 2009; Umezawa et al., 2009). De acordo
com este mecanismo, o ABA se liga as proteinas PYR/RCAR liberando SNRK2
da repressao induzida pelas PP2Cs. Uma vez ativada, as quinases fosforilam
os fatores de transcricdo que ativam genes responsivos ao ABA (na via de
sinalizacdo no nucleo celular). No entanto, no citoplasma da célula, as
quinases podem, ainda, fosforilar canais aniénicos lentos (SLAC1) ou os canais
de potassio (kat1) para induzir fechamento estomatico em resposta ao ABA
(Umezawa et al., 2010). Sabe-se que o mecanismo de fechamento estomatico
constitui uma das primeiras respostas do vegetal ao déficit hidrico, e visa
principalmente diminuir a perda de agua para o ambiente, conservando-a no
espaco celular.

No presente estudo, observou-se nos eventos GMs 1Ea2939 e
1Eb2889, que sob a condicédo controle, ocorreu redugdo na condutancia
estomatica. Este mecanismo pode estar associado, ao perfil de expressao do
transcrito da fosfatase nos eventos GMs 1Ea2939 e 1Eb2889, que foi
relativamente menor se comparado ao perfil observado para o transcrito da
proteina quinase em relagdo ao evento 1Ea15 e plantas BR 16 (Figura 9).
Entretanto, como baixos niveis de expressao foram observados, sugere-se que
mais estudos sejam realizados no sentido de elucidar um possivel
envolvimento da reducao/elevacao desses transcritos com a reducéo na gs em

condi¢bes com boa disponibilidade hidrica.
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Fig. 9 Nivel de expressdo do gene GmPP2 e GmSnRK2 na cultivar BR 16 e em eventos GMs
1Ea15, 1Ea2939, 1Eb2889 em controle (C) e déficit hidrico (DH). A expresséao foi normalizada
com o gene de referéncia Gmp-actina. Valores representam médias + erro padrdo; numero de
repeticdes = 9.

Tendo em vista que existem relatos na literatura que relatam que a
expressao de NtPP2C 1 é fortemente induzida por seca mas reprimida por
estresse oxidativo e calor (Vranova et al., 2000), verificou-se no presente
estudo a expressao relativa das fosfatases e quinases nos materiais vegetais
mantidos em condigbes bem irrigadas e nos quais a temperatura da folha
estava a 27 ou 34°C em média.

Assim, sugere-se que, em condi¢des bem irrigadas, a medida que a
temperatura aumentou de 27°C para 34°C ocorreu uma elevagdo nivel de

expressao das quinases nos eventos 1Ea2939 e 1Eb2889 em relacéo a plantas
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1Ea15 e BR 16 (Figura 10b). Com relagdo aos transcritos das fosfatases
observou-se diferencas no perfil de expressao entre BR 16 e 1Ea15 e eventos
1Ea2939 e 1Eb2889 (Figura 10a), sendo que nestes eventos a elevagédo da

temperatura pode ter promovido uma queda na atividade das PP2Cs.
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Fig. 10 Nivel de expressédo do gene (a) GmPP2 e (b) GmSnRK2 na cultivar BR 16 e em
eventos GMs 1Ea15, 1Ea2939, 1Eb2889 para plantas cultivadas em condigdes controle em
que as temperaturas foliares atingiram 27 e 34°C. A expressao foi normalizada com o gene de
referéncia GmpB-actina. Valores representam médias + erro padrao; numero de repeticdes = 9.

Taxa de sobrevivéncia e componentes de rendimento de

plantas de soja transformadas com 35S-AREB1

As diferencas na expressdo génica e comportamento fisioldgico dos
eventos 1Ea2939 e 1Eb2889 refletiram na sua taxa de sobrevivéncia e nos



componentes de rendimento. Apos 17 dias de suspensao da irrigagao e re-
irrigacédo por sete dias, foi observado que as plantas da cultivar BR 16 e do
evento 1Ea15 apresentaram 100% de morte, enquanto as plantas dos eventos
GMs 1Ea2939 e 1Eb2889 tiveram 60% e 40% de sobrevivéncia,

respectivamente (Figura 11).

BR 16 /0% 1Eal5/ 0%
{N )
.‘ \ £

Fig. 11 Taxa de sobrevivéncia de plantas AtAREB geneticamente modificadas para tolerancia a
seca e sua isolinha a cultivar sensivel a seca (BR 16). Estas plantas ficaram sem irrigagédo por
17 dias (estresse severo). Na foto, pode-se observar que apds sete dias a re-irrigacdo as
plantas BR 16 e 1Ea15 ndo apresentaram recuperagao, diferentemente dos eventos GMs 1Ea
2939 e 1Eb2889.

As analises do rendimento realizadas em casa de vegetagdo mostraram
que a transformacgéo das plantas de soja com o gene AtAREB1 sob controle do
promotor constitutivo 35S, o qual é frequentemente relacionado com anomalias
no crescimento, ndo prejudicou o desempenho das plantas transformadas.
Para o evento 1Ea2939 obteve-se maior numero total de vagens, maior massa

seca total de vagens, maior numero de sementes viaveis, maior massa seca de
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sementes viaveis, maior massa seca total de sementes e maior numero total de
sementes por planta (Figuras 12 e 13).

De modo geral, a superioridade nos componentes de rendimentos em
relacdo a BR 16 foi observada para o evento GM 1Ea2939 seguido pelo evento
1Eb2889. Sugere-se que a superioridade nesses eventos esteja relacionada
com o uso conservativo de agua em situagdo de boa disponibilidade hidrica
com consequente armazenamento de agua para uso posterior. Entretanto, é
possivel que mecanismos de tolerancia relacionados a expressdao de genes
responsivos ao estresse hidrico estejam também envolvidos. Sendo assim, vias
moleculares, fisioldgicas e bioquimicas responsivas a seca podem estar sendo
ativadas em condigdo de boa disponibilidade hidrica e mesmo estando em
niveis inferiores aqueles que ocorrem sob situagao de déficit hidrico, podem
conferir vantagens adaptativas para os eventos transgénicos quando do

surgimento da condi¢cao de escassez de agua.
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CONCLUSOES

v Expressao do AtAREB1 sob controle do promotor CaMV 35 em plantas
de soja nao resultou em retardo no crescimento, uma vez que as plantas
transformadas nao diferiram significativamente da cultivar BR 16 em
relacdo a: matéria seca do sistema radicular, matéria seca das folhas

(exceto evento 1Eb2889) e area foliar;

v Expressao do AtAREB1 sob controle do promotor CaMV 35 em plantas
de soja resultou em maiores taxas de sobrevivéncia das plantas

transformadas ap6s déficit hidrico e re-irrigagao;

v 0 desempenho vegetativo agronémico dos eventos 1Ea2939 e 1Eb2889
em relagdo as plantas BR 16 e evento 1Ea15 pode estar relacionada
com O uso conservativo de agua em situagdo de boa disponibilidade

hidrica com consequente armazenamento de agua para uso posterior;

v Expressado do AtAREB1 sob controle do promotor CaMV 35 resultou em
plantas com maior numero total de vagens, maior massa seca total de
vagens, maior numero de sementes viaveis, maior massa seca de
sementes viaveis, maior massa seca total de sementes e maior numero

total de sementes por planta;

v Sugere-se que expressao do AtAREB1 conferiu as plantas
transformadas mecanismos de evitamento a seca por meio de redugao
na gs e transpiragao foliar quando em condi¢cdes de boa disponibilidade

hidrica.
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Consideragoes finais e perspectivas futuras

Tendo em vista o complexo mecanismo na resposta ao déficit hidrico,
pretende-se dar continuidade aos trabalhos nos quais novos estudos serdo
realizados a fim de se determinar a expresséo de outros genes responsivos ao
déficit hidrico, principalmente nos eventos transgénicos de melhor
sobrevivéncia. A compreens&do de como o gene AtAREB inserido na soja atua
pode ser realizado pelo estudo da expressdo em plantas superexpressando o
mesmo. Entre as técnicas desta analise estdo a de RNAseq e PCR
quantitativo, que analisam e quantificam, respectivamente, a expressao génica.
Desta forma, o estudo da cascata completa, juntamente com analises
fisiologicas, agrondmicas e bioquimicas, poderdo elucidar a maneira como o
transgene AtAREB1 aumenta a tolerancia/evitamento ao déficit hidrico em
plantas de soja geneticamente modificadas. Pode-se sugerir que é importante
verificar a hipotese na qual uma resposta diferencial frente a elevacdo da
temperatura em condi¢gbes controle pode conferir resposta diferencial em
relacdo ao estresse hidrico e assim conferir vantagens aclimatativas em
condicbes de seca.

A partir dos dados gerados no presente estudo, pretende-se determinar
qual o mecanismo usado pelo evento 1Ea2939 para melhor performance sob
déficit hidrico. De acordo com Passioura (2012), os resultados obtidos em
condicbes controladas podem nao relacionar com o comportamento das
plantas em condigcdes de campo. Entdo € também importante testar este

evento em condicdes reais de campo.
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ANEXOS

Tabela 1. Sequéncia do primer usado na reagdo de PCR convencional e
tamanho esperado dos fragmentos amplificados.

Primers Sequéncia (5’-3’) Fragmento
amplificado (pb)
Arebl1-7 F AGAAGAAAATCTTCGTCAACAT 639

R TAACAACTCATCCATGTTCATT

HindIII (2)
-

Promotor 355

Origem de replicagido pUC BamHI (873)

Xmal (878)

Smal (880)
Nofl (898)
pBI355-AREB1
5122 bp
Sacl (1387)

AREB1 cDNA
Amp

Xmal (1062)
Smal (1964)
Nofl (2157
\ Sacl (2222)
| NosT
I'EmRI (2488)

Fig. 1 Mapa de restricdo do plasmidio pBl221 com o inserto utilizado para transformacao via
biobalistica (promotor 35S + AREB1 + terminador NosT): pBI35SQ:AtAREB1 ou 35S:AREB1.
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HindIll (329) Xbal (1194) EcoRI (2730)

LB

RB 4582-4604
62-87 \

35S-p AREBIWT ] Nos-T 35S-p  \ bar 35S-T  \
335-1193 1200-2450 2473-272 2989-3757 / 3770-4321 4327-4529 /

— 0=10791 pC3300J-35S:AREB1WT
(10791 bp)

. J

Fig. 2 Mapa de restricdo do plasmidio pC3300J com o inserto utilizado na transformagao via Agrobacterium tumefaciens (promotor 35S + AREB1 +
terminador NosT): pC3300J35SQ:AtAREB1 ou 35S:AREB1.




M 1Eal5 1Ea2939 1Ea2889 1Eal5 abcdeM
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M1Eal5 1Ea2939 1Ea2889 1Eal5 1Ea2939 abcd

~Tmaee e-caaa .Q...QQQQ.QQ.Q.Q.Q....Q..‘..

M 1Ea2939 1Ea2889 abcdeM

Fig. 3 Plantas positivas para o transgene alvo AtAREB1. Todas a plantas T; dos eventos
1Ea15, 1Ea2939 e 1Eb2889, utilizados para o experimento de analise dos genes da cascata de
AtAREB1 foram positivas para o transgene inserido. M: Marcador molecular 1kb plus, a:
corresponde ao controle positivo (plasmideo com a constru¢do de AtAREB1), b: controle
positivo (planta com AtAREB1), c: controle positivo (planta com AtAREB1), d: controle negativo
BR 16, e: branco. Nesta figura os fragmentos foram amplificados utilizando o conjunto de
iniciador 7 que amplifica um fragmento de 639 pb.
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Tabela 2. Identificagdo e sequéncias de iniciadores utilizados na analise de expresséo.

Gene de Gene ortologo de Nome em Fragmento
Gene Arabidopsis soja soja Sequéncia Iniciadores (5°-3’) amplificado
(pb)
35S-AtAreb1 - - - F GGAGGTGGAGGGTTGACTAGA 155
R CACTGCTCTGAAACTCATCAAACG
Gmp-Actina - - - F GAGCTATGAATTGCCTGATGG 118
R CGTTTCATGAATTCCAGTAGC
PP2C AT1G07160 Glyma14g37480 GmPP2C F GCTATGTTGATTTATGCCGTGGTG 115
R ACTTTGGTCTCAGGCTCTGCTGTCA
SnRK2 AT4G33950 Glyma02g15330 GmSnRK F CAAAGTGATCTCATGGATGGGA 205
R TGCTATCTAAGTCAAGGTCAGGATC
RAB18 AT5G66400 Glyma09g31740 GmRAB18 F CAACTGGTGGCACTGGTTATGG 103

R TGGTCATGCTGACGATGTTCCT
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Tabela 3. Sequéncia do primer p-actina intron usado na reacdo de PCR convencional para verificar a eficiéncia do tratamento com
DNAse e sintese de cDNA.

Primers

Sequéncia (5°-3’)

Fragmento amplificado no
transcrito (pb)

Fragmento amplificado no DNA
gendémico (pb)

B -actina intron

FCCCCTCAACCCAAAGGTCAACAG
RGGAATCTCTCTGCCCCAATTGTG

442

523




Log diluigéo| AtAREB1 30 - Log diluicdo] GmPP2C
0 17,217853 25 0 22,30290333
-0,69897 | 19,16475767 -0,69897 | 24,97518533
-1,39794 | 21,99757233 20 -1,39794 | 27,60035967
-2,09691 | 24,36066233 y =-3,3507x + 17,13 15 - -2,09691 29,867575
-2,79588 | 26,33026267 R*=0,9963 10 - -2,79588 | 32,09048633
Eficiéncia 99% 5 Eficiéncia 93%
A . ; . ) B
-3 -2 -1 0
Log diluigdo] GmSRK2 35 - Log diluicdo] GmRAB18
0 22,287709 30 - 0 18,04338633
-0,69897 | 25,02278733 55 -0,69897 | 20,50824167
-1,39794 | 27,69120767 20 -1,39794 23,264154
-2,09691 | 29,86662233 y = -3,4844x + 22,511 15 -2,09691 25,147206
-2,79588 32,043323 R2 = 0,9967 10 4 -2,79588 | 27,57493167
Eficiéncia 94% 5 | Eficiéncia 97%
C : ; ; 0 D
-3 -2 -1 0

35 -
30 -
25 -
20 -
y =-3,5005x + 22,474 15 -
R2 = 0,998

10 -
5 -

: : : 0
-3 -2 -1 0]
30 -
25 -
0 -
15 -

y =-3,391x + 18,167

R2=0,9971 10 ~
5 -

) T T O
-3 -2 -1 0
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Fig. 4 Determinac&o da eficiéncia do sistema Sybr green para os genes alvos. Um bulk de amostras foi diluido serialmente 5x e as diferentes diluicdes
foram amplificadas em sistema Sybr green para os genes alvos e 0 enddégeno. Os valores de Ct foram plotados em fung¢ao do logaritmo da diluigdo. O eixo y
corresponde aos valores de Ct e eixo x log da diluigdo. A) Eficiéncia do gene AtAREB1 com slope = -3,3507. B) Eficiéncia do gene GmPP2C com slope =
3,5005. C) Eficiéncia do gene GmSRK2 com slope = 3,4844. D) Eficiéncia do gene GmRAB18 com slope = 3,301.



Log diluicdo| B-actina
0 18,7810525
-0,69897 20,285919
-1,39794 | 23,43968567
-2,09691 | 25,20083333
-2,79588 | 27,51352667
Eficiéncia 94%

E

r

-3

30 -

25 4

y =-3,2018x + 18,568 15 -
R? = 0,9905

10 -

5 4

-2 -1 (0]
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Fig. 5 Determinacéo da eficiéncia do sistema Sybr green para os alvos. Um bulk de amostras foi diluido serialmente 5x e as diferentes diluigdes foram
amplificadas em sistema Sybr green para os alvos e o endégeno. Os valores de Ct foram plotados em fungéo do logaritmo da diluicdo. O eixo y corresponde

aos valores de Ct e eixo x log da diluicdo. E) Eficiéncia do gene de referéncia endégena Gm-actina com slope = 3,2018.
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Dissociation Curve
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Fig. 6 Curva de dissociagdo da reacdo de eficiéncia do primer de AtAREB1 usado na
quantificacao relativa dos transgenes por RT-qPCR.
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Fig. 7 Curva de dissociagcdo da reagdo de eficiéncia do primer de GmRAB18 usado na
quantificagao relativa dos transgenes por RT-qPCR.
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Dissociation Curve
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Fig. 8 Curva de dissociagao da reacao de eficiéncia do primer de PP2C usado na quantificagdo
relativa dos transgenes por RT-qPCR.
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Fig. 9 Curva de dissociagédo da reacao de eficiéncia do primer de SRK2 usado na quantificagéo
relativa dos transgenes por RT-qPCR.





