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RESUMO

Nos ultimos anos, a demanda por soja tem aumentado significativamente em razao
da sua utilizacdo na producao de ragao animal, biodiesel e também da sua inclusao
na dieta humana. A produgédo deste gréo, no entanto, sofrera prejuizos de acordo
com as previsdes futuras que indicam que o aumento da temperatura ira alterar o
regime de chuvas, de demanda evaporativa da atmosfera, e consequentemente da
transpiracdo das plantas, resultando em um maior consumo de agua. Neste
contexto de mudangas climaticas severas, estratégias de engenharia genética como
o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (PGMs) com genes que
conferem tolerancia a estresses abidticos como a seca tornam-se imprescindiveis a
fim de auxiliar na mitigacdo de perdas de produgao e produtividade. Sob condi¢des
de déficit hidrico, ocorre aumento dos niveis do fitrmonio acido abscisico (ABA)
auxiliando a sobrevivéncia da planta. Sabe-se que na via biossintética do ABA a
enzima NCED3 catalisa um passo regulatorio importante, clivando compostos
precursores do fitorménio. Assim, o objetivo do presente estudo foi transformar a
cultivar convencional de soja BRS 184 com a construcdo 35S:A{NCED3 e
caracterizar os eventos obtidos fisiolégica e molecularmente sob déficit hidrico (DH)
em condi¢gdes de casa de vegetacdo. A cultivar BR 16 foi utilizada como padrao de
suscetibilidade ao déficit hidrico. O protocolo de transformacéao utilizado apresentou
uma eficiéncia de 1,1% gerando dois eventos positivos (2Ha 11; 2Ha 13). Somente o
evento 2Ha 11 transmitiu o transgene para geragdo T, apresentando padrdo de
segregacao mendeliana. Os valores de trocas gasosas foram menores nos eventos
transgénicos sob déficit hidrico (DH), resultando em uma eficiéncia do uso agua
223% maior nestas plantas quando comparadas a cultivar BRS 184. A massa seca
total (MST) do evento 2Ha 11 apresentou-se maior que a das cultivares BRS 184 e
BR 16. Na condigao controle, o evento 2Ha 11 absorveu 27% mais agua que sua
isolinha (BRS184), preservando agua no solo. Foi verificado também que apesar do
evento 2Ha 11 apresentar menor altura, a TCRalt foi semelhante BRS184 e a
TCRg/dia foi superior a sua isolinha. Este evento apresentou ainda NTS e NVCS
40% superiores quando comparados a sua isolinha. Os dados moleculares
mostraram maiores niveis de expressao dos genes AtINCED3, GmAAOS3, GmPP2C,
GmSnRK2 e GmAREB1 nos eventos transgénicos sob DH. Os resultados sugerem
que o evento 2Ha11 utilizou a estratégia de tolerancia a seca, em fungdo dos
menores valores de trocas gasosas, armazenando maior volume de agua no
substrato sob DH. Tal mecanismo pode estar associado ao aumento das
concentragdes de ABA em fungdo da maior expressao do gene AINCEDS3.

Palavras-chave: Déficit hidrico. ABA-dependente.  9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenase. Glycine max L. Merrill.
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ABSTRACT

In recent years, the demand for soybean has increased significantly due to its use in
the production of animal feed, biodiesel and its inclusion in the human diet. However,
the production of this grain will suffer losses in accordance with future forecasts that
indicate the increasing temperature will change rainfall, atmospheric evaporative
demand and consequently plant transpiration, resulting in a greater water
consumption. In this context of severe climate change, genetic engineering
strategies — such as the development of genetic modified crops (GMCs) with genes
that confer tolerance to abiotic stresses (e.g. drought) — become indispensable in
order to mitigate production and productivity losses. Under water deficit, abscisic acid
(ABA) level increases helping plant survival. It is known that in the biosynthetic
pathway of ABA, the NCED3 enzyme catalyzes an important regulatory step,
cleaving precursors compounds of this phytohormone. Thus, the aim of this study
was to transform the conventional soybean cultivar BRS 184 with the construction
35S:AfNCED3 and characterize the events obtained physiologically and molecularly
under water deficit (WD) in greenhouse conditions. Cultivar BR 16 was
used as standard for susceptibility to water deficit. The transformation protocol
presented an efficiency of 1.1%, generating two positive events (2Ha 11; 2Ha 13).
Only event2Ha 11 transmitted the transgene to generation T, according
to Mendelian inheritance patterns. The values of gas exchange were lower in
transgenic events under water deficit (WD), resulting in a water use efficiency 223%
higher in these plants when compared to cultivar BRS 184. Total dry matter (TDM) of
event 2Ha 11 was higher than cultivars BRS 184 and BR 16. Under control
conditions event 2Ha 11 absorbed 27% more water than its isoline (BRS 184),
preserving water in the soil. It was also verified that event 2Ha 11 showed lower
height, TCRalt similar to it isoline, while TCRg/day was higher than it. This event also
presented NTS and NVCS 40% superior than its isoline. Molecular data showed
higher levels of AINCED3, GmAAQO3, GmPP2C, GmSnRK2 and GmAREB1 genes
expression in the transgenic events under WD. Results suggest that, given its lower
values of gas exchange, event 2Ha11 used drought tolerance strategy: storing more
water in the substrate for under water deficit. Such mechanism can be associated
with increased ABA concentrations, due to the increased expression of
gene AINCEDS.

Keywords: Water deficit. ABA-dependent. 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase.
Glycine max L. Merrill.
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ST [0 Jr=T U1 (o] o T

Rotas biossintéticas de ABA. a) Rota MVA (acido mevaldnico).
Geralmente encontrada em fungos, é considerada a via direta,
derivada do acetil-CoA, gerando seu produto final ABA. b) Rota
MEP (metileritriol fosfato), considerada a via indireta, na qual o
ABA ¢é sintetizado a partir de um composto intermediario
denominado xantoxina (SEO; KOSHIBA, 2002, adaptado pelo

Sintese e clivagem de carotendides nos plastidios e a
biossintese de ABA no citoplasma vegetal. A conversao inicia-
se no cloroplasto, onde ocorre a conversao da cis-violaxantina
e trans-neoaxantina em cis-neolaxantina. Em seguida, a enzima
NCED converte estas duas moléculas em xantoxina. No

citoplasma, a xantoxina é convertida em ABA-aldeido, que por
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PCR convencional dos eventos T4 de soja identificadas como
positivas para a construgdo génica 35S:AINCED3. As amostras
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Trocas gasosas das plantas de soja GM 2Ha 11 e das
cultivares convencionais BRS 184 e BR 16 sob condigdes de
déficit hidrico e irrigagdo continua (controle). A. Taxa
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o aumento da demanda por soja tem
incentivado o aumento da producéo global da cultura (FRIEDMAN; BRANDON,
2001). O consumo de produtos a base de soja [Glycine max (L.) Merrill] foi
incorporado na dieta de grande parte da populacdo mundial e tem aumentado
significativamente em razdo dos seus efeitos benéficos para a saude
(FRIEDMAN; BRANDON, 2001). O grao é considerado fonte de proteinas,
macronutrientes, minerais e outros metabdlitos secundarios como isoflavonas
(SAKAI; KOGISO, 2008; EMBRAPA, 2014). A soja é ainda muito utilizada na
producdo de racdo animal, e vem mais recentemente sendo utilizada para
producédo de biodiesel (MAPA, 2014).

Apesar de ndo ser uma espécie nativa, a soja estda bem adaptada ao
clima brasileiro, apresentando uma alta produtividade e colocando nosso pais
como segundo maior produtor mundial. O histérico nacional da sojicultura
mostra valores crescentes de producdo de grdos, embora ocorram quedas
significativas em anos prejudicados pelo clima adverso. No Brasil,
principalmente na regido sul do pais, somente na safra de 2004/2005, as
perdas de rendimento de grdos nos estados do Rio Grande do Sul (RS) e do
Paranad (PR) atingiram mais de 78% e 23%, respectivamente, sendo esta
regido responsavel por mais de 80% das perdas totais. Mais recentemente, na
safra 2013/2014, secas provocaram perdas em todo o pais, embora houve
estimativas de producédo de 85.656 mil toneladas. No PR, o clima, reduziu a
colheita em 2 milhdes de toneladas. No RS, a ma distribuicdo das chuva ao
longo do ciclo produtivo reduziu em 4% os niveis de produtividade. Em Minas
Gerais (MG), a estiagem associada a elevadas temperaturas reduziu a
producdo em 10,7%. Em S&o Paulo (SP), as adversidades climaticas
provocaram reducédo de 30,2%. na produtividade (CONAB, 2014). Em nameros,
os valores acumulados em perdas decorrentes de periodos de déficit hidrico
nos ultimos anos (safras 2003/2004 a 2012/2013) alcancam a cifra de US$ 46,6
bilhdes™.

Para o futuro proximo, as projecfes sugerem que 0 aumento

da temperatura média provocara mudancgas climaticas em todo o planeta e, em

1 . ~ ., .
Comunicagdo pessoal: Dr. José Renato Bougas Farias.
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consequéncia, secas mais severas e prolongadas e/ou chuvas mais intensas
ocorrerdao em maior frequéncia (INPE, 2014). O aquecimento global podera
provocar uma mudanca significativa no mapa da agricultura brasileira, gerando
uma reducdo de areas produtoras e prejuizos econdmicos de cerca de R$ 7,4
bilhdes em 2020 e de R$ 14 bilhdes em 2070 (ASSAD; PINTO, 2008).
Considerando este cenario futuro, o desenvolvimento de plantas mais
tolerantes as adversidades climéaticas, como a seca, tem sido alvo cada vez
mais frequente de pesquisas cientificas. Neste contexto, a biotecnologia
apresenta-se como mais uma ferramenta viavel e acessivel para o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (PGMs) (BARBOSA et
al., 2012).

Dentre os genes candidatos, na via de biossintese do ABA, o
gene NCED (9-cis-epOxicarotendide dioxigenase) codifica uma enzima chave
na regulacao da via (IUCHI et al., 2001; BEHNAM et al, 2013). Consistente com
a importancia desta regulacdo, o gene NCEDS3 foi altamente induzido em
condi¢Bes de déficit hidrico, em varias culturas economicamente importantes,
tais como tomate (Lycopersicon esculentum) (BURBIDGE et al., 1999), feijao
(Phaseolus vulgaris) (QIN; ZEEVAART, 1999), feijdo de corda (Vignaun
guiculata) (IUCHI et al.,, 2000), abacate (Persea americana), (CHERNYS;
ZEEVAART 2000), amendoim (Arachish ypogaea) (WAN; LI., 2005) e laranja
(Citrus sinensis) (RODRIGO et al., 2006).

Assim, visando atender a necessidade eminente de cultivares
de soja mais tolerantes aos periodos de déficit hidrico, o presente estudo
objetivou a obtencdo de PGMs com a construcdo génica 35S:AtNCED3, que
aumenta de forma constitutiva a expressao do gene AtNCED, e possivelmente
a atividade enzimatica da proteina AtNCED. As plantas GM obtidas foram
caracterizadas fisioldgica e molecularmente em experimentos sob déficit hidrico
conduzidos em condicbes de casa de vegetacdo. Além de objetivar o
desenvolvimento de plantas mais adaptadas, o conhecimento dos processos
metabdlicos alterados pela super expressao do gene AtNCED para a protecao
celular contra o déficit hidrico podera auxiliar no desenvolvimento de outras
estratégias de modificagcdo do metabolismo vegetal visando a manutencdo dos
processos celulares, e logo, minimizar os efeitos danosos dos estresses

abiobticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Soja e estresses abioticos

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma cultura de origem
asiatica que foi introduzida no Brasil via Estados Unidos (EUA) em 1882, pelo
professor Gustavo Dutra da Escola de Agronomia da Bahia. O primeiro registro
de cultivo comercial foi em 1914, no municipio de Santa Rosa, RS, mas foi
somente a partir dos anos 40 que ela adquiriu importancia econbmica,
merecendo o0 primeiro registro estatistico nacional em 1941, no Anuario
Agricola do RS: area cultivada de 640 (hectares) ha, producdo de 450
(toneladas) ton e rendimento de 700 kg ha® (EMBRAPA, 2014; Cl SOJA,
2014). Atualmente, o grao cultivado no mundo todo € muito diferente das
ancestrais que lhe deram origem, as quais eram espécies de plantas rasteiras
que se desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao longo do Rio
Amarelo, na China. Sua evolugdo comecou com 0 aparecimento de plantas
oriundas de cruzamentos naturais entre duas espécies de soja selvagem que
foram domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China (EMBRAPA,
2014).

A soja é um importante grdo na dieta de grande parte da
populacdo e sua importancia advém de sua versatilidade, sendo considerada
fonte de proteinas, fibras, macronutrientes, minerais e outros metabdlitos
secundarios como isoflavonas (SAKAI;, KOGISO, 2008; EMBRAPA, 2014).
Deste grao derivam também varios produtos e subprodutos da agroinddstria
tais como farinha de soja desengordurada para fabricacdo de produtos
alimenticios (barra de cereais, balas, alimentos dietéticos, bebidas a base de
soja, proteina texturizada de soja) e usos industriais (adesivos); farelo de soja
para producdo de racdo animal (bovinos, aves, suinos, peixes e animais
domeésticos); proteina isolada para uso comestivel (aditivos de alimentos e
produtos analogos da carne) e usos industriais (formador de espuma,
fabricagéo de fibra); na forma de gréo para producédo de alimentos como molho
de soja, queijo de soja, soja torrada, fermentada e através do 6leo cru produz-
se Oleo refinado, lecitina, glicerol, esterdis (antioxidantes) e acidos graxos
usados na industria farmacéutica, cosmética e também alimenticia
(APROSOJA, 2014; EMBRAPA, 2015). De todas estas utilidades, 30,7 milhdes
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de toneladas de soja sao transformados em 5,8 milhdes de toneladas de 6leo
comestivel e 23,5 milhdes de toneladas em farelo proteico. Além disso, a soja
se constitui em alternativa para fabricagdo de biodiesel, sendo responséavel
hoje por 80% da producdo deste combustivel no Brasil (ANP, 2014; MAPA,
2014).

Apesar de ndo ser uma espécie nativa, a soja esta bem
adaptada ao clima brasileiro, colocando nosso pais como segundo maior
produtor mundial desta oleaginosa desde 1981 (EMBRAPA, 2014), com uma
producédo de 86,7 milhdes de ton na safra 2013/14 (Figura 1), atras apenas dos
Estados Unidos (EUA) com 94 milhdes de ton (USDA, 2014). Em 2013, EUA,
Brasil e Argentina foram responsaveis por 81,4 % de uma producdo mundial de
gréos de 285,3 milhdes de ton, jA em 2014/15 estes numeros giram em torno
de 82,1 % (USDA, 2014). De acordo com o oitavo levantamento de dezembro
de 2014, a producdo mundial de soja aponta um volume recorde de 312,8
milhdes de ton, crescimento de 9,6 % em relacdo a safra 2013/14 (USDA,
2014).
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Figura 1. Area, producéo e produtividade da soja dos anos safra 2009/10 a 2014/15
no Brasil (CONAB, 2014; EMBRAPA, 2014; CONAB, 2015)

A principal regido produtora de soja no Brasil é a Centro-Sul,
com uma producdo de 83,9 milhdes de ton, sendo os principais estados
produtores o Mato Grosso, com 28,2 milhdes de ton, seguido pelo Parana, com
17,2 milhdes de ton e, por fim, o Rio Grande do Sul, com uma producéo de
13,6 milhdes de ton na safra 2014/15. Os outros estados produtores somam
juntos uma producédo de 37 milhdes de ton (CONAB, 2015). No entanto, a
producdo brasileira de graos tem potencial para atingir o volume de 202,2
milhdées de toneladas. Este resultado representa um crescimento de 4,5 % (8,8
milhdes de ton) quando comparado a producao obtida na safra 2013/14 (193,4
milhdes de ton). No contexto da producao total de gréaos, que gira em torno de
195,5 milh&es de ton, a soja representa o principal gréo produzido no pais com
95,9 milhdes de ton na safra 2014/15, seguido do milho, com 79,1 milhdes de
ton, e do arroz, com 12,2 milhdes de ton (CONAB, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Producéo Brasileira total de grdos por cultura. Legenda: (*) Amendoim total,
girassol, mamona, sorgo, aveia, canola, centeio e triticale. Fonte: CONAB. Nota:
Estimativa em Janeiro de 2015.

Apesar dos numeros positivos de producdo, nos dltimos anos
devido ao aumento da frequéncia e intensidade dos periodos de seca,
decorrentes provavelmente das mudancas climaticas, as perdas na
produtividade do grdo tém sido recorrentes e expressivas (EMBRAPA, 2014).
Sabe-se que fatores bidticos e abidticos como o déficit hidrico interferem no
crescimento e desenvolvimento da soja, afetando sua produtividade e
distribuicdo espacial e, muitas vezes, a qualidade do grdo (BARBOSA et al.,
2012). Na safra 2004/5, quando uma rigorosa seca ocorreu, o RS, estado mais
atingido, sofreu uma queda de 78% na producdo comparado a safra
2002/2003, onde nédo ocorreram problemas de seca (FARIAS et al., 2011).
Ainda neste estado, a estiagem levou a uma reducdo média de 22% na
produtividade da safra 2007/2008, gerando prejuizos em torno de R$ 1,6 bilhdo
(EMBRAPA, 2008).

O Parana, segundo estado maior produtor da oleaginosa,
apresentou reducdes consideraveis na produtividade na safra 2013/14,
derivado do longo periodo em que a lavoura foi afetada pela auséncia de
chuvas e altas temperaturas em janeiro e fevereiro, fases importantes do seu
desenvolvimento (SEAB, 2014; CONAB, 2014). O clima neste estado reduziu a
colheita em 2 milhdes de ton (12% da estimativa inicial de 16,5 milhées de ton).

No Rio Grande do Sul, apesar do forte incremento na area plantada, a ma
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distribuicAo das chuvas ao longo do ciclo produtivo prejudicou o
desenvolvimento da cultura, provocando uma reducdo de 4% nos niveis de
produtividade. Perdas na Regido Sudeste também foram registradas. Em
Minas Gerais, maior produtor regional, a estiagem associada a altas
temperaturas em fases importantes da lavoura provocaram significativas
perdas de produtividade, reduzindo-a em 10,7% quando comparada a do ano
anterior. No Estado de S&o Paulo, mesmo com o grande incremento da area
plantada, as adversidades climaticas provocaram forte reducdo na
produtividade (30,2%). A producéo estimada para a Regido Sudeste atingiu 5
milhdes ton, representando uma reducédo de 7,6%, quando comparada a do
ano anterior (CONAB, 2014). Em numeros, os valores acumulados em perdas
decorrentes de periodos de déficit hidrico nos dltimos anos (safras 2003/2004 a
2012/2013) alcancam a cifra de US$ 46,6 bilhdes?.

Cabe ressaltar que os problemas decorrentes do déficit hidrico
ndo sao restritos a algumas areas produtoras, ao contrario, a seca hoje vem
sendo considerada um problema global, pois as areas atingidas estdo se
expandindo e a expectativa futura € de que nas préximas décadas, aliado ao
déficit hidrico, ocorram ainda aumentos significativos da temperatura média
global e da concentracdo de gases na atmosfera, principalmente dioxido de
carbono (CO,), acarretando um agravamento nas mudancas climéaticas em
todo o planeta (JAGGARD et al., 2010; ASSAD; PINTO, 2008). Segundo a
NASA (2015), o CO, atmosférico atualmente estd em torno de 385 ppm, sendo
gue os cientistas consideram 350 ppm o limite de seguranca. Além disso, tal
indice estd aumentando cerca de 2 ppm por ano como resultado da queima de
combustiveis fosseis, de modo que a quantidade necessaria para garantir a
vida na terra é de 275 ppm. Este valor mantém o calor na atmosfera, caso
contrario o clima seria demasiado frio para abrigar principalmente a vida
humana. Porém, o aumento de CO, causa desde o derretimento das geleiras,
resultando em aumento do nivel do mar, até o aumento na acidez dos oceanos,
devido a absor¢éo de CO..

Em um estudo de simulagbes mdltiplas, Jaggard e
colaboradores (2010) estimaram que por volta de 2050 a temperatura global

sera em média 1,8°C maior que a atual, e a concentracao de CO, atmosférico

2 . ~ ., .
Comunicagdo pessoal: Dr. José Renato Bougas Farias.
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sera de 550 ppm. Estes dados sugerem que a fisiologia das plantas sera
alterada significativamente, além de outras diversas variaveis que também
devem ser afetadas, como a diminuicdo das precipitacdes pluviométricas.
Segundo os pesquisadores, 0 aumento da temperatura alterara o regime de
chuvas, de evaporacao da agua e da transpiracéo das plantas.

Em outro estudo, realizado por pesquisadores da Embrapa
Informatica Agropecuéria (CNPTIA) e da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), os dados mostraram que o aumento de temperatura pode provocar,
de um modo geral, diminuicéo de regides brasileiras aptas ao cultivo dos graos,
por consequéncia, diminuicdo no valor da producdo. Em nameros, 0 aumento
das temperaturas em decorréncia do aquecimento global pode provocar perdas
nas safras de grdos em torno de R$ 7,4 bilhdes em 2020, nimero que pode
subir para R$ 14 bilhdes em 2070 (ASSAD; PINTO, 2008).

Desta forma, em um futuro préximo, os pesquisadores terdo
gue lidar com estresses bibticos e abidticos mais severos interferindo
diretamente na producdo, frequentemente em areas de plantio ja sofridas,
diminutas e desgastadas. Aliado a este cenario, segundo Malthus, a populacéo
cresce geometricamente e a producao de alimentos aritmeticamente (ALVES,
2002). Assim, com o aumento da populagcdo mundial em 66% no ano 2050, a
necessidade do aumento na producdo de alimentos torna-se evidente diante
das mudancas climaticas, da degradacdo dos solos e da escassez de agua
(FAO, 2015).

Véarias estratégias podem e devem ser utilizadas para
minimizar e reduzir os danos decorrentes de longos periodos de déficit hidrico,
entre elas as praticas conservacionistas de manejo, como o plantio direto, o
controle integrado de plantas daninhas, sistemas de irrigagcdo conforme a
disponibilidade e analisando-se o0s custos, bem como o melhoramento
geneético, que visam diminuir 0s prejuizos decorrentes da seca e outros tipos de
estresses. Atualmente, a engenharia genética, através da tecnologia do DNA
recombinante, tornou-se mais uma ferramenta vidvel e acessivel para a
obtencdo de plantas mais tolerantes a estresses abidticos como o déficit
hidrico.

No ambito cientifico, os estudos realizados tém concentrado

esforcos na obtencdo de plantas que tolerem periodos mais prolongados de
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déficit hidrico ndo de forma paliativa, almejando somente a sobrevivéncia
temporaria da planta, mas principalmente buscando entender os mecanismos
desencadeados em resposta ao estresse que auxiliam a planta a administrar o
uso da agua e a direcionar suas energias de forma sistémica em condi¢cdes
ambientais adversas, uma vez que, molecularmente, para responder a seca,
alguns genes sdo expressos e atuam desencadeando cascatas génicas que
tentam controlar/minimizar os danos causados pelo déficit hidrico.

Neste contexto, o desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas (PGMs) com genes que conferem tolerancia a seca podera
contribuir para amenizar os problemas decorrentes do déficit hidrico. Desta
forma, a manipulacdo de fatores de transcricdo responsaveis pela ativacdo de
cascatas génicas que conferem respostas induzidas a seca e também o uso de
genes chaves em vias metabdlicas especificas envolvidas na defesa vegetal ao
déficit hidrico tem sido alvo de diversos estudos.

Dentre os diversos métodos disponiveis de transformacédo
genética em plantas utilizados na inser¢cdo de genes, destacam-se o sistema
via Agrobacterium tumefaciens e a técnica de biobalistica (ARAGAO et al.,
2000; ARAGAO, 2002; RECH et al., 2008).

Neste contexto, visando atender as necessidades do produtor
brasileiro, a Embrapa Soja atua em pesquisas com soja GM desde 1997,
guando em parceria com a iniciativa privada passou a incorporar as suas
cultivares convencionais, o gene de tolerancia ao herbicida glifosato, lancando
algumas cultivares de soja transgénicas, dentre elas a BRS 243RR, BRS
245RR, BRS 246RR, BRS 255RR, BRS 256RR, BRS 294RR, BRS 295RR,
BRS 316RR e BRS 334RR (EMBRAPA, 2015). A introducdo de cultivares
transgénicas “RR” (Roundup Ready®) provocou mudancas significativas no
manejo da agricultura brasileira (DALBOSCO, 2013).

Mais recentemente, a Embrapa Soja em parceria com 0
JIRCAS (Japan International Research Center for Agricultural Sciences)
instituicdo japonesa de pesquisa cientifica, vem direcionando esfor¢os para o
desenvolvimento de plantas de soja geneticamente modificadas visando maior
tolerancia a seca (EMBRAPA, 2014). Alguns eventos promissores contendo os
fatores de transcricdo DREB (Dehydration Responsive Element Binding —

Elemento de ligacdo de resposta a desidratacdo) e AREB (ABA Responsive
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Element Binding - Elemento de ligacdo de resposta ao ABA) ja foram obtidas e
caracterizadas, no entanto, genes de outras vias metabdlicas de resposta ao

déficit hidrico também vém sendo exploradas.

2.2 Uso de fatores de transcricdo no desenvolvimento de PGMs
mais tolerantes ao déficit hidrico

Muitas evidéncias apontam para a presenca de duas vias
regulatérias de resposta ao déficit hidrico em plantas, uma dependente do
acido abscisico (ABA) e outra independente do ABA (YAMAGUCHI-
SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005). De modo geral, os produtos dos genes
envolvidos na resposta a estresses abidticos, como o déficit hidrico, atuam
como osmoprotetores, antioxidantes celulares, proteinas turn over, proteinas
de sinalizacéo de estresse e de regulacao transcricional e podem ser divididos
resumidamente em dois grandes grupos. O primeiro grupo inclui as proteinas
funcionais que atuam no metabolismo celular e que, provavelmente,
contribuem para a tolerancia ao estresse, como proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant - Abundantes na embriogénese tardia), osmotinas,
proteinas anticongelantes, proteinas de ligacdo ao mMRNA, enzimas chaves na
biossintese de osmdlitos, proteinas de canais de agua, transportadores de
acucar e prolina, além das enzimas de desintoxicacdo e varias proteases. O
segundo grupo € composto por proteinas reguladoras incluindo varias
guinases, fosfatases, genes do metabolismo de fosfolipideos, da biossintese de
ABA, além dos genes que codificam fatores de transcricdo como DREB
(Dehydration Responsive Element Binding — Elemento de ligagc&o de resposta a
desidratacédo), AREB (ABA Responsive Element Binding - Elemento de ligac&o
de resposta ao ABA), MYC (Myelocytomatosis oncogene), MYB
(Myeloblastosis oncogene), NAC (NAM, ATAF 1,2 e CUC), HB entre outros.
Estes genes reguladores atuam ndo somente na tolerancia, mas também nas
etapas iniciais de inducéo e regulacao da expresséo de genes e na traducao de
sinais em resposta ao déficit hidrico (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2007) (Figura 3).
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Figura 3. Produtos génicos envolvidos na toleréncia ao estresse. Os produtos dos
genes sao classificados em dois grupos. O primeiro inclui as proteinas funcionais (em
vermelho) e o0 segundo grupo contém as proteinas regulatérias (em azul). Adaptado de
SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, (2007).

Muitos fatores de transcricdo (FTs) induzidos ou ndo pelo ABA
ja foram identificados como seca-responsivos e vém sendo utilizados no
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas, com grande potencial
para obtencdo de variedades com aumento da tolerdncia as mudancas
climéticas como seca e frio e a alta salinidade e congelamento (FUJITA et al.,
2011). Estes FTs atuam como uma chave regulatéria envolvida na expressao,
na regulacdo génica e na transducdo de sinais em resposta ao estresse
ambiental. Dentre os FTs ja identificados como seca-responsivos e utilizados
no desenvolvimento de plantas GMs estdo os genes das familias DREB e
AREB. Estes FTs atuam, respectivamente, na via independente e dependente
de ABA em resposta a seca nos vegetais. Pela ligacdo as regifes especificas
DREB e ABRE (respectivamente) na regidao promotora de genes alvos, os FTs
DREB e AREB ativam a transcricdo de genes downstream responsaveis pelas
respostas defensivas de protecdo celular ao déficit hidrico (YAMAGUCHI-
SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2007; XU et al. 2008; NAKASHIMA et al., 2009; MIZOI et al., 2012).

A insercdo do FT AtDREB1A sob o controle do promotor

estresse induzido rd29A aumentou com sucesso a tolerancia a seca em
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Arabidopsis thaliana (LIU et al.,, 1998; JAGLO-OTTONSEN et al., 1998;
GILMOUR et al., 1998), tabaco (KASUGA et al., 2004), arroz (DUBOUZET et
al., 2003; ITO et al, 2006), milho (QIN et al., 2004; 2007), trigo
(PELLEGRINESCHI et al., 2004; GAO et al., 2008) amendoim (BHATNAGAR-
MATHUR et al., 2007; DEVI et al., 2011; VADEZ et al., 2013) e soja (POLIZEL
et al., 2011, ROLLA et al.,, 2014). Particularmente em soja, linhagens GMs
DREB1A mostraram em experimentos em casa de vegetacao respostas mais
favoraveis ao déficit hidrico relacionadas a maior expressdo de genes de
defesa contra a dessecacdo, como 0s genes envolvidos na regulacdo da
abertura dos estbmatos, que garantem maior eficiéncia na condutancia
estomatica e nas taxas fotossintética e transpiratéria, apresentando menores
temperaturas foliares. Genes envolvidos na osmoprotecdo que codificam
proteinas que funcionam como canais de agua e garantem maior captacao de
agua e maior eficiéncia no uso da agua pela planta e ainda genes que, entre
outras funcgdes, protegem as estruturas celulares garantindo o funcionamento
dos processos metabdlicos vitais das plantas também foram identificados.
Fisiologicamente, as plantas GMs apresentaram alta taxa de sobrevivéncia
ap6s um severo periodo de deficiéncia hidrica e importantes respostas a
privacdo de agua como eficiéncia fotossintética (POLIZEL et al., 2011). Em
condicbes de campo, os dados mostraram que embora as plantas DREB1A
nao tenham superado a cultivar convencional BR 16 (isolinha) em termos de
rendimento, alguns componentes de producdo como numero de sementes,
namero de vagens com sementes e numero total de vagens foram maiores na
linhagem transgénica quando o déficit hidrico foi induzido no periodo vegetativo
(ROLLA et al., 2014).

Além do gene DREBI1A, outro fator de transcricdo da familia
DREB, o gene DREB2A, vem sendo utilizado na obtencdo de plantas mais
tolerantes a seca, salinidade e calor (SAKUMA et al., 2006a, 2006b; QIN et al,
2007; CHEN et al., 2007). Em Arabidopsis thaliana, os homélogos DREB2A e
DREB2B séao ativados em resposta a seca e salinidade. No entanto, trabalhos
mostraram que DREB2A pode induzir a expressao de varios genes de resposta
ao calor (estresse induzido pelo aumento da temperatura ambiental), estresse
ao qual DREB1A nao confere tolerancia. Trabalhos utilizando DREB2A CA

(forma constitutivamente ativa - CA), sob o controle do promotor constitutivo
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35S ou estresse-induzido rd29A, e genes homodlogos de DREB2A em
Arabidopsis (QIN et al., 2007) e soja (CHEN et al.,, 2007) sugerindo que
DREB2A pode promover a inducdo da expressdo de genes dowstream de
resposta a estes estresses abibticos em diferentes espécies vegetais. Em soja,
linhagens GMs rd29A:AtDREB2A mostraram altos niveis de expressdo em
raizes sob estresse, com reducdo na fotossintese e condutancia estomatica
aos 30 min de tratamento (ENGELS et al., 2013). Experimentos em casa de
vegetacdo mostraram ainda que as linhagens transgénicas transpiraram menos
gue a cultivar convencional BR 16, sugerindo um mecanismo de conservacao
de agua (ENGELS et al., 2013).

Considerando-se 0s genes presentes na via de resposta a seca
dependente de ABA, o FT AREB (Abscisic acid responsive elemento binding
protein) isolado de Arabidopsis thaliana € uma proteina de ligacdo ao elemento
de resposta ao acido abscisico ou ABF (ABRE - binding factors). Estudos
demonstraram a expressdo de AREB1 em condicdes de déficit hidrico
(YOSHIDA et al., 2010). Outros estudos demonstram que plantas transgénicas
expressando a forma fosforilada de AREB1 induzem muitos genes ABA
responsivos sem a aplicacdo de ABA exdgeno (FUJITA et al., 2005).
Especificamente em soja, construcbes contendo o gene AREB1 foram
inseridas com sucesso. Para a construcdo 35S:AtAREB1ABF, oito eventos
positivos foram obtidos. A analise da expressdo génica relativa mostrou que o
transgene foi superexpresso em todas as linhagens GMs. Experimentos em
casa de vegetacao revelaram duas linhagens com melhoria na tolerancia ao
déficit hidrico uma vez que elas sobreviveram a seis dias de irrigagdo suspensa
e trés dias apos reidratacdo ndo apresentaram nenhum dano foliar. Além disso,
a fotossintese destas linhagens foi significativamente maior que a da cultivar
sensivel a seca BR 16 (BARBOSA et al., 2012).

Também para outra construcdo génica contendo o0 gene
AREB1, 35S:AtAREB1AAQT, em condigbes de déficit hidrico, as plantas
transformadas apresentaram maior taxa de sobrevivéncia (100%), uma melhor
eficiéncia do uso da agua e maior numero de folhas que sua isolinha, a cultivar
BR 16. As plantas transgénicas apresentaram também maior condutancia
estomatica em condi¢cdes bem irrigadas. A diferenca no grau de murchamento

e a porcentagem de sobrevivéncia entre as plantas 35S:AtAREB1AQT e sua
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sua isolinha BR 16 poderia estar relacionada a regulacdo e expressao de
genes que protegem contra a desidratacdo, uma vez que nao foi observado
nas plantas transgénicas, mesmo em condi¢cdes de aumento da concentragao
intercelular de CO, nenhum comprometimento metabdlico da fotossintese
(LEITE et al., 2014).

2.3 Uso de genes de vias metabdlicas responsivas a seca no
desenvolvimento de PGMs mais tolerantes ao déficit hidrico

De modo geral, o déficit hidrico em plantas inicia-se a partir de
uma complexa via de respostas, comecando com a percepcdo do estresse
pelas raizes, que desencadeia uma cascata de eventos moleculares, finalizada
em varios niveis de respostas fisioldgicas, metabdlicas e de desenvolvimento.
As plantas habitualmente apresentam algumas estratégias de aclimatizacéo
para tolerar o déficit hidrico. Estas podem ser divididas em adaptacdes
morfolégicas ou de natureza fisiolégica. Dentre as morfolégicas estdo as
alteracdes foliares, a abscisdo foliar, o crescimento radicular e o
desenvolvimento de ceras, pélos e espinhos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

De modo geral, as estratégias de resposta vegetal ao déficit
hidrico podem ser classificadas em trés grupos distintos: escape, evasdo e
tolerancia (TURNER et al., 2001). No escape, as plantas adotam uma
estratégia de “fuga” apresentando rapido desenvolvimento fenolégico, sendo
capazes de completar seu ciclo de vida antes que o déficit hidrico torne-se
severo o bastante para provocar dano fisiologico (HEATHERLY; ELMORE,
2004; VERSLUES et al., 2006). O segundo mecanismo, a evasao, envolve a
estratégia de manter niveis altos de agua no interior da célula durante periodos
de deficiéncia hidrica, seja pela maior eficiéncia na absor¢do de agua através
das raizes ou pela reducdo da evapotranspiracdo das partes aéreas. Desta
forma, as plantas evitam a seca aumentando o teor relativo de agua, utilizando
menos agua disponivel, mantendo uma baixa condutancia na epiderme e ainda
diminuindo as trocas gasosas (MANALAVAN et al, 2009). O terceiro
mecanismo de defesa € a tolerdncia que consiste na sintese de
osmoprotetores, promovendo a manutenc¢ao do turgor e o desenvolvimento da
evasdo. Este mecanismo envolve a estratégia de manter niveis altos de agua

no interior da célula durante periodos de deficiéncia hidrica mesmo com baixa



guantidade de agua disponivel no solo (NGUYEN et al., 1997) (Figura
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Figura 4. Caracteristicas fisioldgicas e anatbmicas associadas as respostas vegetais
ao déficit hidrico em soja. Escape: as plantas adotam uma estratégia de “fuga”
apresentando rapido desenvolvimento fenol6gico (VERSLUES et al., 2006). Evasao:
envolve a estratégia de manter niveis altos de agua no interior da célula por
modificagdes morfolégicas durante periodos de deficiéncia hidrica. Tolerancia: envolve
a estratégia de manter niveis altos de agua no interior da célula, incluindo
modificagBes moleculares durante periodos de deficiéncia hidrica (MANAVALAN et al.,
2009, adaptado pelo autor).

As respostas fisiolégicas ou adaptacbes vegetais a seca
dependem do tempo de duracdo da desidratacdo (rapido ou lento) e da
intensidade. O efeito da deficiéncia hidrica na producdo depende ainda da
época de ocorréncia, de sua severidade, do gendtipo da planta e do estadio de
desenvolvimento vegetal (BERLATO, 1981; FAGERIA, 1989; CHAVES et al.,
2003).

Durante a progressdo das respostas ao déficit hidrico, ocorre
no xilema um aumento na concentragcdo de ABA, responsavel por controlar
inimeras respostas adaptativas ao estresse, tais como a ativacdo de genes

ligados ao ajustamento osmotico, compartimentalizacéo ibnica, crescimento e
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modulacdo das raizes e sua condutividade hidraulica, limitacdo da taxa de
transpiracdo, controle da desidratacdo, promocéo do fechamento estomatico e
diminuicao do crescimento foliar (HSIAO, 1973; SALISBURY; ROSS, 2013).

Este fitormonio é sintetizado em todas as células que possuem
cloroplastos (TAIZ; ZEIGER, 2013), coordenando uma complexa rede
regulatoria que possibilita a sobrevivéncia das plantas mesmo em condicfes de
baixa disponibilidade de agua (CUTLER et al.,, 2010; KIM et al.,, 2010).
Desempenha ainda um importante papel na fase embrionaria e germinativa das
plantas e na dorméncia das sementes, estando envolvido também na
manutencao do ritmo circadiano (ZEEVAART, 1999; LEGNAIOLI et al., 2009).
O ABA pode ainda se ligar em regides especificas nos promotores dos genes
relacionados a respostas a estresses abidticos, induzindo sua expressao
(BARBOSA et al., 2012). Segundo Fujita (2011), em Arabidopsis thaliana este
fitormbnio controla a expressdo de aproximadamente 10% dos genes que
codificam proteinas.

Os efeitos do ABA e do déficit hidrico sdo similares nas
plantas. Assim, o fechamento estomatico, por exemplo, pode ocorrer por sinais
hidraulicos (potencial de agua na folha e turgor celular) e/ou sinais quimicos
(ABA). No entanto, pesquisas sugerem uma combinacdo de sinalizagcdo que
pode ocorrer ao mesmo tempo ou em tempos diferentes (COMSTOCK, 2002;
KALEFETIGLU; EKMEKCI, 2005).

Estudos tém demonstrado ainda que, em condicbes de seca, 0
ABA prové o crescimento das raizes, via supressdo do acumulo do etileno, e
contribui para a condutividade hidraulica, aumentando a atividade das
aquaporinas, proteinas transportadoras de agua localizadas nas membranas
celulares (SHARP, 2002). Outros estudos mostram também que, na ocorréncia
de déficit hidrico, o ABA atua diminuindo a taxa de transpiragdo e no controle
do murchamento, promovendo o fechamento dos estdmatos nas células-
guarda e controlando o fluxo de solutos nas células do procambio (AGARWAL;
JHA, 2010). Alteracdes também tém sido detectadas na expressdo de genes
regulados pelo ABA como proteinas envolvidas na embriogénese tardia
(proteinas LEA), diversas proteinas regulatorias como fatores de transcricao,
proteinas quinases e fosfatases, uma variedade de transportadores, e enzimas

envolvidas na sintese de osmoprotetores, sinalizagdo fosfolipidica,
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metabolismo de acidos graxos, metabolismo celular, metabolismo de
carboidratos e metabolismo secundario, ou seja, mecanismos que aumentam a
capacidade da planta em tolerar condi¢des de déficit hidrico (SEKI et al., 2007;
CUTLER et al., 2010; KIM et al., 2010).

Muitos destes genes de resposta vegetal ABA-induzidos atuam
desencadeando cascatas génicas que tentam controlar, minimizar ou mesmo
reduzir os danos causados pelo déficit hidrico. Em resumo, a expressao de
genes ABA-responsivos é diretamente regulada por fatores de transcricdo que
reconhecem e se ligam a cis-elementos especificos presente nas regides
promotoras a montante dos seus genes-alvos (Figura 5). A expressao dos
genes mediada por ABA € ainda controlada pelos receptores, mensageiros
secundarios, cascatas de proteinas quinases, proteinas fosfatases e fatores de

remodelacado (FUJITA et al., 2011).
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Figura 5. Redes regulatérias de transcricdo de respostas ao estresse abiotico e
expressao génica. O esquema ilustra as vias dependentes e independentes de ABA, a
ativacdo de genes e 0s sinais de transducdo em resposta a seca, alta salinidade e frio.
(Modificado a partir de SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007, adaptado pelo
autor).
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A sinalizacdo do ABA em células vegetais tem sido dividida em
trés diferentes etapas: metabolismo e transporte de ABA, percepcdo e
transducdo de sinais de ABA, e sinalizacdo de resposta e modulacdo. Os
componentes de sinalizacdo que geram a percepc¢ao e transducdo de sinais
incluem receptores Pyrabactin Resistance (PYR), um componente da
Regulamentacdo do Receptor de ABA (RCAR) (MA et al., 2009), um grupo da
proteina fosfatase tipo 2Cs (PP2Cs) (SCHWEIGHOFER et al., 2004) e os
membros do grupo das quinases, a proteina quinase tipo 2 SNF-Relacionadas
(SNnRK2) (UMEZAWA et al., 2009). Existem receptores nucleares para ABA, de
membrana e também receptores citoplasmaticos. Segundo Umezawa et al.
(2009), cada PP2C ou SnRK2 tem interacdes proteina-proteina seletivas. Em
geral essas interacdes sdo limitadas pela sua localizacdo subcelular, que
também pode ser importante para a composicao do complexo de sinalizacdo
de ABA. (Figura 6) (UMEZAWA et al., 2010).

Na presenca de ABA, a formacdo do complexo PYR/RCAR-
PP2C sequestra a fosfatase, desligando-a das quinases, permitindo assim a
ativacdo de SNRK2s, que tém como alvo canais i6nicos, NADPH-oxidases e
fatores de transcricdo como ABF/AREB (Figura 7) (SATO et al.,2009).
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Figura 6. Visdo de sensoriamento, sinalizacdo e transporte de ABA. Os componentes
relacionados com ABA sdo PYR/PYL/RCAR, PP2C e SnRK2 que formam um
complexo de sinalizagdo no nucleo, regulando diretamente a expressao dos genes
dependentes de ABA por fosforilagdo de fatores de transcricio AREB/ABF. Por sua
vez, no citoplasma, o complexo do nicleo pode sair da membrana plasmatica e
fosforilar canais de anions (SLAC1) ou canais de potassio (KAT1) para induzir o
fechamento dos estébmatos em resposta ao ABA. O cloroplasto também possui
receptores de ABA em sua membrana, respondendo também em condi¢des de déficit
hidrico. O nivel de ABA end6geno €é um dos principais determinantes do
sensoriamento mantido pela biossintese, catabolismo ou transporte do ABA. Os
movimentos de ABA sd&o indicados pelas setas vermelhas (UMEZAWA et al., 2010,
adaptado pelo autor).
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Figura 7. Via de Sinalizacdo ABA dependente. a) Quando ABA esta ausente, a
fosfatase PP2C fica livre para inibir a autofosforilacdo da familia de quinases SnRKs.
b) Neste caso, ABA esta presente, permitindo que a familia de proteinas
PYR/PYL/RCAR se ligue e sequestre a fosfatase, que se desliga das quinases.
Consequentemente, a quinase ndo é mais inibida pela fosfatase, e assim se auto-ativa
e pode entdo fosforilar e ativar fatores de transcricdo downstream (AREB/ABF) e
iniciar a transcricdo nos elementos promotores ABA-responsivos (AREBs) (SHEARD;
ZHENG, 2009, adaptado pelo autor).

Em plantas vasculares, evidéncias estruturais e moleculares
mostram que os membros da familia PYR/RCAR desempenham um papel
central na deteccao do ABA. Estudos de gendmica demonstram que proteinas
correlacionadas com PYR/RCAR s&o encontradas apenas em plantas
terrestres (MA et al., 2009; PARK et al., 2009).

As proteinas fosfatases tipo 2C (PP2Cs) sao as proteinas mais
caracterizadas envolvidas na sinalizacdo de ABA. Em eucariotos, estas inibem
cascatas ativadas por estresse desfosforilando MAPKs e receptores like
quinase (SCHWEIGHOFER et al.,, 2004). O grupo A encontrado em
Arabidopsis thaliana esté relacionado a sinalizagdo do ABA e inclui ABI1, ABI2,
HAB1 (P2C-HA) e PP2CA (AHG3), demonstrando uma relagdo direta com o0s
receptores ABA PYR/RCAR (MA et al., 2009; PARK et al., 2009).

As proteinas quinases que atuam na sinalizacdo do ABA
pertencem aos grupos SnRK2, SnRK3 (CIPK), CDPK (HUMBBARD et al.,
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2010, KUDLA et al., 2010), e as familias da MAPK (JAMES et al., 2009;
COLCOMBET; HIRT, 2008). As trés primeiras subfamilias da classe SNF-1-like
sdo encontradas principalmente em plantas. Em Arabidopsis thaliana, a
subfamilia SnRK2 é composta por 10 membros que foram categorizados em
trés subclasses diferentes (1, 2, e 3) (KOBAYASHI et al., 2004). Com excecao
de SNRK2.9, todas séo ativadas por estresses osmoético e salino (BOUDSOCQ
et al., 2004). As SnRK2. 2/3/6/7/8 sao ativadas por ABA, e membros da classe
3 SnRK2. 2/3/6 apresentam uma ligagdo mais forte para ativagdo do ABA
(BOUDSOCAQ et al., 2004). Por outro lado, Yoshida et al. (2006) demonstraram
gue a SNRK2.6 (OTS1), mesmo sendo considerada uma quinase de forte
ligacdo ao ABA, pode também ser ativada por estresse osmotico de forma
independente de ABA.

2.4 Via biossintética do ABA

Devido a sua estreita relacdo com o déficit hidrico, detalhes da
biossintese do ABA em plantas superiores vém sendo desvendados desde a
década passada (NAMBARA; MARION-POLI, 2005).

Este fotormbnio é sintetizado pela via dos terpenos ou
terpendides, considerados o maior grupo de metabdlitos secundarios, derivada
da rota do acido mevalénico, gerado a partir de trés moléculas de acetil-CoA ou
em uma segunda rota denominada MEP (metileritritol fosfato) (SEO; KOSHIBA,
2002).

A biossintese do ABA pode ainda ocorrer através de duas vias,
a via direta e a indireta. Na via direta, o farnesilpirofosfato (FPP) da origem ao
ABA diretamente e, na via indireta, o ABA é sintetizado a partir do composto
intermediario xantoxina (Figura 8) (SEO; KOSHIBA, 2002).
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Figura 8. Rotas biossintéticas de ABA. a) Rota MVA (acido meval6nico). Geralmente
encontrada em fungos, é considerada a via direta, derivada do acetil-CoA, gerando
seu produto final ABA. b) Rota MEP (metileritriol fosfato), considerada a via indireta, na
gual o ABA € sintetizado a partir de um composto intermediario denominado xantoxina
(SEO; KOSHIBA, 2002, adaptado pelo autor).

Estudos de genética molecular de varias plantas deficientes em
ABA tém contribuido para a identificacdo de genes envolvidos na via da
biossintese do hormdnio (XIONG; ZHU, 2003). Com bases nestes estudos, foi
proposto que na via indireta a sintese do ABA inicia-se através das
zeaxantinas, um epoxicarotendide C4 As zeaxantinas sdo produzidas como
trans-isbmeros apoés a ciclizagéo e hidroxilagdo de todos os trans-licopenos da
via B-caroteno. As etapas seguintes consistem na sintese de cis-isbmeros,
como a violaxantina e neoxantina, clivadas para formar o precursor do ABA. A
conversdo da zeaxantina em violaxantina é catalisada pela zeaxantina
epoxidase (ZEP, EC 1.14.13.90), via intermediaria da anteraxantina. A enzima
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase (NCED, EC 1.13.11.51) cliva os cis-
isdbmeros violaxantina e neoxantina em produtos C15, xantoxinas e ao
metabdlito C25, o qual € convertido em ABA no citosol (NAMBARA; MARION,

2005).
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A forma biologicamente ativa do ABA é produzida pelas cis-
xantoxinas em dois passos enzimaticos através da via intermediaria aldeido
abscisico. Essa conversdo da xantoxina pelo aldeido abscisico para o ABA é
catalisada pela proteina AtABA2, pertencente a familia SDR (desidrogenase/
redutase de cadeia curta). Em Arabidopsis thaliana, esta proteina é codificada
por um gene Unico no genoma. Portanto, na perda de sua funcéo, ocorre uma
deficiéncia grave de ABA (GONZALEZ-GUZMNA et al., 2002).

A oxidacgdo do aldeido abscisico para o &cido carboxilico é o
passo final da biossintese do ABA, catalisado pela enzima aldeido abscisico
oxidase 3 (AAO3, EC 1.2.3.14) (SEO et al., 2000). Assim, evidéncias indicam
que a reacdo de clivagem oxidativa € um processo chave na regulacédo da
biossintese do ABA (Figura 9) (TAYLOR et al., 2000).

Alguns estudos utilizando mutantes deficientes ou sensiveis ao
ABA indicam a via indireta como a mais importante nas plantas (SEO;
KOSHIBA, 2002).
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Figura 9. Sintese e clivagem de carotendides nos plastidios e a biossintese de ABA
no citoplasma vegetal. A conversao inicia-se no cloroplasto, onde ocorre a conversao
da cis-violaxantina e trans-neoaxantina em cis-neolaxantina. Em seguida, a enzima
NCED converte estas duas moléculas em xantoxina. No citoplasma, a xantoxina é
convertida em ABA-aldeido, que por fim serd convertido em ABA pela enzima AAOs.
(NAMBARA; MARION, 2005 adaptado pelo autor).
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Varios estudos tém demonstrado que, sob certas condi¢cdes, o
ABA regula sua propria biossintese e catabolismo em nivel transcricional
(XIONG et al., 2002). Experimentos realizados por Grassemian et al. (2008)
demonstraram uma regulagao positiva mediada pelo ABA para transcricao de
zeaxantina epoxidase, aldeido oxidase e ABA hidroxilase. Neste estudo, o ABA
apresentou uma forte regulacdo positiva na transcricio do NCED3. Estes
resultados corroboram o papel estabelecido para o gene NCED na resposta as
condicdes de déficit hidrico.

Em estudo realizado por Chan (2012) com base em dados de
microarranjos, os niveis de transcricdo dos principais componentes das vias de
sinalizacdo do ABA foram comparados apés déficit hidrico induzido durante 3h,
ao frio durante 24h e sob tratamento com ABA exdgeno. Os autores
observaram gue tanto em condicdes de estresse abibdtico quanto no tratamento
com ABA exégeno houve aumento nos niveis transcricionais das enzimas

envolvidas no metabolismo do ABA, como o NCED e a AAO3.

2.5 NCED3 (9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase) e o déficit hidrico

O primeiro gene NCED (VP14) foi identificado a partir de um
mutante de milho (Zea mays) ABA-deficiente apresentando viviparidade na
semente. Neste caso, as sementes ndo apresentavam dorméncia, podendo
germinar ainda na espiga, e as plantas ndo toleravam o déficit hidrico. O
mutante VP14 apresentou defeito na biossintese de ABA devido a insercdo de
um transposon. O gene foi clonado e a proteina recombinante foi capaz de
clivar 9 cis-violaxantina em cis-xantoxinas A atividade da enzima requer ferro e
oxigénio para formar cis-isbmeros de xantoxinas (SCHWARTZ et al., 1997).

Em A. thaliana, o gene AtNCED3 esta envolvido na resposta a
privagédo de agua e no processo biossintético do ABA, bem como na resposta a
salinidade e ao estresse osmotico. E formado por uma regido codificante de
1800 pb, ndo apresentando regido intrbnica. As regides 5 e 3'UTRs
(Untranslated Region) tem 122 e 390 pb, respectivamente. Um estudo
realizado como gene EuUNCED, isolado de eucalipto ndo apresentou indicios de
introns quando realizado o alinhamento entre sequéncias das proteinas
EuUNCED e AINCED3 (SANTORO, 2010), sendo esta uma importante
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caracteristica desta enzima que denota a auséncia de introns nos cinco genes
da subfamilia AINCED3 (TAN et al., 2003). A literatura mostra que quando as
plantas sdo submetidas a diversos estresses severos a eficiéncia do splicing de
introns pode sofrer degradacdo (BOURNAY et al., 1996; MARRS; WALBOT,
1997), porém a auséncia de introns pode significar um mecanismo para
aumentar a expressdo de NCED e consequentemente a sintese do ABA sob
déficit hidrico.

Em Arabidopsis thaliana, nove sequéncias NCED relacionadas
foram identificadas. Destas, cinco (NCED 2, 3, 5, 6, e 9) codificam enzimas
produtoras de xantoxinas, atividade demonstrada pela clivagem de cis-
xantoxinas por VP14 in vitro (IUCHI et al., 2001; TOH et al., 2008), proteina que
catalisa a clivagem do acido 9-cis-xantoxila em ABA, em uma reacdo que
requer oxigénio (SCHWARTZ et al.,1997). Ainda em Arabidopsis, luchi et al.
(2001) observaram que com uma expressao do gene NCED3 ocorre também o
aumento nos niveis de ABA enddgeno e a expressdo induzida de genes da
seca ABA responsivos (rabl18, kinl, rd29B), além da reducédo da transpiracao e
0 aumento da tolerancia a seca pela reducdo na abertura estomatica. Desta
forma, com o acumulo de ABA em folhas, houve, consequentemente, reducéo
da perda de agua e maior tolerancia a seca, comparado as plantas nao-
transformadas (HWANG et al.,, 2010). Além disso, foi demonstrado o
envolvimento do NCED3, NCED5 e NCED6 na biossintese do ABA, pela
observacdo do aumento dos niveis deste fitormdnio, enquanto NCED6 e
NCED9 foram relacionados a producdo de ABA no embrido e no endosperma,
0 que impde a dorméncia (IUCHI et al., 2001; LEFEBVRE et al., 2006; FAN et
al., 2009; MARTINEZ-ANDUJAR et al., 2011).

O estudo de Frey et al. (2012) em Arabidopis thaliana
demonstrou ainda que em tecidos vegetativos a combinacdo do NCEDS5 e
mutacdes no NCED3 aumentou a perda de agua, causando desidratacdo e
diminuicdo dos niveis de ABA. Assim, o NCED5 contribui juntamente com o
NCED3 para a producdo de ABA, afetando o crescimento da planta e a
tolerancia a seca. A expressao do gene NCED3 foi maior nas extremidades das
raizes, periciclo e células do coOrtex na base das raizes laterais, e também
expresso em flores. Além disso, € o principal gene induzido em condi¢cbes de
estresse abioticos (IUCHI et al., 2001).



28

Depois de identificados em milho e Arabidopsis thaliana (IUCHI
et al., 2001), os genes NCED foram subsequentemente identificados em varias
outras espécies de plantas (NAMBARA; MARION-POLI, 2005), inclusive em
algumas de importancia econdmica, tais como tomate (Lycopersicon
esculentum) (BURBIDGE et al, 1999), feijao (Phaseolus vulgaris)
(QIN;ZEEVAART, 1999), feijao de corda (Vignaun guiculata) (IUCHI et al.,
2000), abacate (Persea americana) (CHERNYS; ZEEVAART 2000), amendoim
(Arachish ypogaea) (WAN; LI., 2005), laranja (Citrus sinensis) (RODRIGO et
al., 2006) e soja (WANG et al., 2013).

Em arroz, Bang et al. (2013) avaliaram trés geracdes dos
eventos geneticamente modificados subsequentes (T,-T4), analisando folhas
sob déficit hidrico em ensaios de microarranjos. Os autores identificaram o
gene NCED3 como seca-induzido e maiores niveis de transcritos foram
evidenciados em folhas e raizes mas ndo em sementes e flores. A comparacéo
dos niveis do OsNCED3 entre T,-T4 ndo revelou alteracfes significativas, nem
sinal de silenciamento génico (BANG et al, 2013). A expresséo, utilizando
promotor estresse induzido, deste gene (OsNCED3) em Arabidopsis thaliana
aumentou rapidamente o nivel de ABA nas folhas, reduziu a perda relativa de
agua e conferiu toleréncia a seca, comparado as plantas ndo-transformadas
(HWANG et al., 2010).

Em feijdo (Phaseolus vulgaris) sob condi¢des de déficit hidrico,
o gene PvVNCED foi altamente induzido em niveis de RNAm e proteinas, o que
precedeu o acumulo de ABA (QIN; ZEEVAART, 1999). Em um estudo
posterior, oS mesmos autores inseriram o0 gene PVNCED em tabaco
constitutivamente (promotor 35S) e sob o controle do promotor induzido DEX
(dexametasona), e demonstraram acumulo de ABA em ambas as condi¢des
(QIN; ZEEVAART, 2002). Folhas destacadas de tabaco GM apresentaram
menor perda de agua por transpiracdo, resultado da ativacdo da via
biossintética de ABA promovendo fechamento estomatico, fato confirmado por
medidas de condutancia estomatica. Plantas transgénicas submetidas a sete
dias de privacdo de agua também mostraram aumento da tolerancia quando
comparadas as plantas nao-transformadas (QIN; ZEEVART, 2002). Resultados
semelhantes foram observados para o gene LeNCED em tomates sob
condi¢cBes de déficit hidrico (BURBIDGE et al., 1999). Igualmente para feijao de
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corda (Vignaun guiculata) foi reportado acumulo de ABA e aumento da
expressdo do gene 35S:VUNCED1 em caules e folhas de plantas com oito dias
submetidas a 10h de desidratacdo (IUCHI et al., 2000). Em abacate (Persea
americana), a expressao estresse induzida do gene PaNCED1 foi
significativamente maior em reposta a perda de agua em folhas desidratadas a
80% (CHERNYS; ZEEVAART, 2000). Da mesma forma, em amendoim
(Arachis hypogaea), a superexpressdo de AhNCED1 foi maior em resposta a
seca (WAN; LI.,2005) em caules e folhas desidratadas por 10h, mas ndo em
raizes (WAN; LI., 2006). Aléem disso, a superexpressdo de AhNCED1 em
Arabidopsis aumentou a tolerancia a seca acompanhado de acumulo de ABA
(WAN; LI.,2006) e conferiu tolerancia ao estresse osmotico (WAN; LI, 2006).
Em laranja (Citrus sinensis L. Osbeck), a expressdo estresse induzida dos
genes CsNCED1 e CsNCED2 foi analisada em relacdo a resposta ao déficit
hidrico em folhas e relacionada a alteracdo no teor de ABA. Durante um
experimento de desidratacdo por 6h, folhas destacadas perderam 15% do
conteudo de agua e, em resposta, a concentracdo de ABA aumentou
significativamente depois de 4h de estresse, alcancando valores 18x maiores
que o controle. Os transcritos de CsNCED1 foram detectados apds 2h de
desidratacéo, precedendo o aumento de ABA. A desidratagc&do progressiva das
folhas induziu fortemente o acimulo de mRNA de CsNCED1, sugerindo seu
envolvimento em vias de respostas a estresses abidticos (RODRIGO et al.,
2006).

De modo geral, os genes NCED de plantas formam uma familia
multigénica e apresentam expressao especifica em diferentes tecidos. Tem
sido demonstrado que o gene NCED3, em particular, desempenha um
importante papel na resposta ao déficit hidrico, enquanto a contribuicdo de
outros membros da familia parece ser menor (IUCHI et al., 2001; TAN et al.,
2003), embora as transcricbes para outras enzimas incluindo ZEP e AAO3
mostram ser reguladas pela desidratacéo (ENDO et al., 2008), sugerindo que a
expressdo de NCED3 tem maior contribuicdo para a regulacdo dos niveis de
ABA.

Segundo Behnam et al. (2013), na regido promotora do gene
AINCED estéo presentes sequéncias de cis-elementos tais como G-box like

motif, Myb recognition motif e um ABA-responsive elemento (ABRE)- like
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sequence, aos quais se ligariam os fatores de transcri¢cdo do tipo bZIP como as
G-binding-factores (GBFs) e/ou basic helix-loop-helix (bHLH), regulando a
inducdo do gene em resposta a seca.

Altos niveis de expressdo do gene NCED3 também foram
observados em plantas transgénicas de  Arabidopsis thaliana
superexpressando a quinase MKK4, sugerindo que este esteja supostamente
envolvido na resposta ao déficit hidrico através da regulacdo da atividade de
MPK3 (KIM et al., 2011). A proteina MKK4 é uma MPK quinase (MKKs) que
atua convertendo, na célula, os sinais extracelulares recebidos e gerados nos
receptores e sensores, através de varias vias de sinalizacdo, em respostas
celulares. Em A. thaliana, a expressao da MKK4 resultou em maior tolerancia a
salinidade, bem como menores perdas de &gua sob condigcbes de
desidratacdo, demonstrando assim uma relagdo com a expressao do gene
NCED3 (KIM et al., 2011).

Ahrazem et al. (2012) realizaram estudos de expressao génica
em acafrdo (Crocus sativus) e confirmaram o envolvimento das proteinas
NCED em resposta ao déficit hidrico em tecidos vegetativos, demonstrando
também uma correlagdo entre a expressdo de NCED e o acumulo de ABA.
Recentemente, Neves et al. (2013) investigaram o acumulo de ABA e a
expressao de genes carotendide dioxigenase (CCD) (NCED2, NCED3, CCD4 e
NCEDS5) em folhas e raizes do limoeiro “Rangpur” e tangerinas “Sunki quando
submetidas a condi¢des de déficit hidrico, mostraram um aumento progressivo
do acumulo de ABA e uma maior expressdo dos genes NCED2 e NCEDS5. Por
sua vez, no limoeiro foram observadas alterndncias entre alta e baixa
concentracdo de ABA, além de uma maior expressdo dos genes NCED2,
NCED3, CCD4 e NCED5, sendo os trés primeiros mais expressos nas raizes e
o ultimo nas folhas. Os autores ressaltam a correlagdo entre a transcricdo
destes genes e 0 acumulo de ABA durante o déficit hidrico, demonstrando o
envolvimento dos genes NCED na maior tolerancia a seca.

Em soja, Wang et al. (2013) Identificou cinco clados de
carotendides oxigenases (CCD1, CCD4, CCD7, CCD8a e NCED), sendo que
existem duas copias do gene NCED3. Semelhancas encontradas na atividade

catalitica destas enzimas indicam que todos os genes epoxicarotendides em
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soja encontram-se envolvidos na fisiologia de estresses abioticos e presume-se
gue o ABA possa regular essas moléculas.

De modo geral, a literatura mostra que a inducdo de genes
NCED ocorre nos estadios iniciais de respostas ao déficit hidrico (SHINOZAKI,
YAMAGUHCI-SHINOZAKI, 2007) antecedendo o acumulo de ABA,
responsavel pela ativacdo de varios mecanismos de defesa vegetal a restricdo
hidrica. O entendimento da ativacdo e da regulacdo do gene AtNCED3 pode
fornecer informagbes sobre os processos moleculares envolvidos nestas
respostas iniciais a seca em soja. Assim, diante do cenario de mudancas
climaticas e considerando-se a necessidade eminente do desenvolvimento de
cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico, estudos de pesquisa basica em
culturas agricolas importantes como a soja sao fundamentais a fim de se
compreender a funcionalidade e o efeito de genes responsivos a seca e ao

ABA, como o NCED em condic¢bes de escassez de agua.



32

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Introduzir a construcdo génica 35S:AtNCED3 em soja e
caracterizar fisiolégica e molecularmente os eventos obtidos, para selecionar
eventos candidatos que possam ser utilizados em experimentos futuros em

condicdes reais de campo.

3.2 Objetivos Especificos

Obter via Agrobacterium tumefaciens eventos de soja
geneticamente modificadas com a construcao génica 35S:AtNCED3;

Caracterizar molecularmente o0os eventos obtidos quanto ao
namero de insercdes e a expressao do transgene;

Caracterizar os niveis de expressdo relativa dos genes
endégenos GMAAO3, GmPP2C, GmSnRk2 e GmAREB1 ABA dependente e;

Caracterizar os eventos obtidos quanto as trocas gasosas,
caracteristicas de crescimento e componentes de rendimento sob déficit hidrico

em casa de vegetacao.
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5.1 INTRODUCAO

Considerando o0 cenario de mudancas climaticas, o
desenvolvimento de plantas mais tolerantes as adversidades ambientais, como
a seca, tornou-se alvo de pesquisas cientificas. Assim, a obtencdo de Plantas
Geneticamente Modificadas (PGM), através de ferramentas de biotecnologia,
possibilitara a insercdo de genes que conferem tolerancia ao déficit hidrico em
plantas de soja, até entdo consideradas, de forma geral, sensiveis a
prolongados periodos de seca.

O fitormdnio &cido abscisico (ABA) € peca chave na regulacao
de uma variedade de processos do desenvolvimento vegetal, coordenando
também uma complexa rede regulatéria que possibilita a sobrevivéncia das
plantas mesmo em condi¢c6es de baixa disponibilidade de &gua (CUTLER et al.,
2010; KIM et al., 2010). A sinalizagdo do ABA em células vegetais tém sido
dividido em etapas como metabolismo, e transporte de ABA, pecepcdo e
transducéo de sinais que incluem receptores de ABA (RCAR) (MA et al., 2009),
um grupo da proteina fosfatase tipo 2Cs (PP2Cs) (SCHWEIGHOFER et al.,
2004) e os membros do grupo das quinases, a proteina quinase do tipo 2 SNF-
Relacionadas (SnRK2) (UMEZAWA et al., 2009). Em geral, na presenca de
ABA, a formacdo do complexo PYR/RCAR-PP2C sequestra a fosfatase,
desligando-a das quinases, permitindo assim a ativacdo de SnRK2, que tem
como alvo canais ionicos, NADPH-oxidases e fatores de transcricdo como
ABF/AREB (SATO et al., 2009) e nos demais genes relacionados as respostas
a estresses abidticos, induzindo sua expressédo (BARBOSA et al., 2012).

Na via de biossintese do ABA, o gene NCED (9-cis-
epoxicarotendide dioxigenase) codifica uma enzima chave que cliva os
epoxicarotendides C40 em xantoxina, precursores do fitormdnio (IUCHI et al.,
2001). O envolvimento do NCED3 na biossintese do ABA foi confirmado pelo
aumento nos niveis de ABA em Arabdopsis thaliana (MARTINEZ-ANDUJAR et
al., 2011) em condigbes de estresses abioticos, como a seca. Consistente com
a importancia desta regulacdo, o gene NCED3 foi altamente induzido com
consequente acumulo de ABA em condigbes de déficit hidrico, em varias
culturas economicamente importantes, tais como tomate (Lycopersicon
esculentum) (BURBIDGE et al, 1999), feijdo (Phaseolus vulgaris)
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(QIN;ZEEVAART, 1999), feijao de corda (Vignaun guiculata) (IUCHI et al.,
2000), abacate (Persea americana), (CHERNYS; ZEEVAART 2000), amendoim
(Arachish ypogaea) (WAN; LI., 2005) e laranja (Citrus sinensis) (RODRIGO et
al., 2006).

Varios estudos tém demonstrado que, sob certas condicdes, 0
ABA regula sus proopria biossintese e catabolismo em nivel transcricional
(XIONG et al., 2002). Experimentos realizados por Grassemian et al. (2008)
demonstraram uma regulacéo positiva mediada pelo ABA para a transcri¢cdo de
zeaxantina epoxidase, aldeideo oxidase e ABA hidroxilase. Neste estudo, o
ABA apresentou uma forte regulacéo positiva na transcricdo do NCED3. Além
disso, outro estudo demonstra que houve um aumento nos niveis
transcricionais das enzimas envolvidas no metabolismo do ABA, como NCED e
a AAO3 quando submetidas as condicfes de déficit hidrico (CHAN, 2012).

Dentro destas complexas redes de interagbes, o envolvimento
de NCED3 na tolerancia ao déficit hidrico precisa ser melhor compreendido
para desenvolver estratégias mais eficientes para a geracdo de PMGs. A partir
do conhecimento dos processos metabdlicos utilizados pelas plantas para a
protecdo contra o estresse, 0s pesquisadores podem desenvolver estratégias
de modificacdo do metabolismo vegetal visando a manutencédo dos processos
celulares a fim de minimizar os efeitos danosos dos estresses abioticos.
(BARBOSA et al., 2012).

Assim, visando atender as necessidades por cultivares de soja
mais tolerantes aos periodos de déficit hidrico, o presente estudo objetivou a
obtencdo de plantas geneticamente modificadas com a construcdo génica
35S:AtNCED3 em soja e a caracterizacao fisiologica e molecular inicial dos
eventos obtidos, em experimentos sob déficit hidrico induzido em condi¢cdes de

casa de vegetacao.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Obtencéo do cassete de expressao

O plasmideo pMDC123-iGUS 35S:AtNCED3 foi construido, no
Centro Internacional Japonés de Pesquisa de Ciéncias Agricolas (Japan
International Research Center for Agricutural Sciences — JIRCAS), e repassado
a Embrapa Soja via Acordo de Transferéncia de Material.

Este cassete contém o promotor constitutivo CaMV 35S, o
gene de interesse AtNCED3 (1813 bp) e uma regido terminadora contendo
uma sequéncia rica em adenina (polyA). O cassete contém ainda um gene
marcador de selecdo BAR (codifica a enzima fosfinotricina acetil transferase)

gue confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amaonio.

5.2.2 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens para transformacao

O indculo inicial (pré-indculo) foi preparado a partir de uma
colonia isolada de Agrobacterium tumefaciens cepa EHA105 contendo a
construcdo 35S:AtNCED3. As células foram incubadas em 10 mL de meio YEP
(10% de bacto-peptona, 5% de extrato de levedura, 5% de NaCl e 15% de
Agar) suplementado com 50 pg/mL de canamicina (agrobactéria) e 50ug/mL de
rifampicina (plasmidio), e submetidas a agitacao orbital em TE-421 — TECNAL,
a 150 rpm, por 24h a temperatura de 28°C. Apés o crescimento das bactérias,
100puL do pré-inoculo foram transferidos para um novo frasco contendo 100mL
de meio YEP e incubado com agitacdo orbital a 28°C até atingir ODggo entre 0,6
e 0,9 (aproximadamente 24h). O inoculo foi centrifugado a 5000g por 10 min e
ressuspendido em 40 mL de meio de co-cultivo liquido composto por Gamborg
B5 Basal Medium1/10X (GAMBORG et al., 1968, Sigma-Aldrich); Vitamina B5
1/10X (Sigma-Aldrich); sacarose 30 g/L (Sigma-Aldrich); MES 4,62 g/L (2-(N-
Morfolino); HEPES (acido etanosulfénico sddico, Sigma-Aldrich), pH 5,4,
suplementado com GA3; 0,25 mg/L (acido giberélico, Sigma-Aldrich) BAP 1,67
mg/L (benzilaminopurina, Sigma-Aldrich); CYS (cisteina- Sigma-Aldrich) 400
mg/L DTT 1M (ditiotrietol, Sigma-Aldrich), filtro-esterilizados e adicionados ao

meio apds autoclavagem.
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5.2.2.1 Material vegetal e infeccdo dos explantes

A cultivar convencional de soja BRS 184 foi escolhida pela
equipe do Programa de Melhoramento de Plantas da Embrapa Soja para ser
utilizada para transformacéo por se tratar de uma cultivar com alto potencial
produtivo, boa aceitacdo no mercado e facilidade de cruzamento, bem como
média exigéncia nutricional.

O método de transformagéo utilizado foi descrito por Paz et al.
(2006), com modificacbes. Assim, para desinfeccdo, as sementes foram
dispostas em placas de Petri e mantidas por 16h em dessecador juntamente
com becker contendo 100 mL de hipoclorito de sédio 2% e 3,5 mL de HCI 12 N
(acido cloridrico). Apds a exposicdo ao gas, as placas foram fechadas e
transferidas para uma camara de fluxo laminar, onde permaneceram abertas
por 30 min para remocdo do excesso de gas. As sementes desinfetadas foram
transferidas para o meio GM (meio de germinagdo) composto por Gamborg B5
Basal Medium 1X; Vitamina B5 1X; sacarose 30 g/L; MES 0,64 g/L; phytaagar
6,5 g/L, pH5,6 para hidratacdo por 16h. Apos esse periodo, em cada semente
realizou-se um corte horizontal seguido de um corte longitudinal ao longo do
hilo para separacdo dos cotilédones. A seguir, 0 tegumento, uma porcédo do
embrido e os primoérdios foliares foram retirados e os explantes foram
transferidos para o meio de co-cultivo contendo a Agrobacterium tumefaciens.
Cada cotilédone foi riscado por 12 vezes com o auxilio de uma micro escova de
aco inoxidavel conforme método descrito por Yamada et al. (2010).

Doze explantes foram dispostos em cada placa de Petri, mantidos com a
parte adaxial voltada para o meio de co-cultivo semi-sélido composto por
Gamborg B5 Basal Medium 1/10X; Vitamina B5 1/10X; sacarose 30g/L; MES
4,62 g/L; phytaagar 4 g/L, suplementado BAP 1,67mg/L; GAsz 0,25mg/L; AS 1
M, STS (Tiosulfato de sédio, 1M, 1% de DTT 1M e CYS 400 mg/L, pH 5,4
contendo uma folha de papel filtro estéril colocado para evitar o crescimento
acentuado da agrobactéria. As placas permaneceram por cinco dias em
camara climatizada com fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro, luminosidade de 50

umolm™ s™, temperatura de 25°C e umidade relativa de 60%.

5.2.2.2 Regeneracéao e selecédo
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Os explantes foram lavados em agua destilada e autoclavada e
transferidos para o meio MM1 (multibrotamento sem agente seletivo) com a
parte aérea em contato com o0 meio de cultura para induzir a formacdo de
multibrotos. O meio MM1 é composto por Gamborg B5 Basal Medium 1X;
vitamina B5 1X;sacarose 30 g/L; MES 0,64 gL ; phyta agar 7 g/L, pH 5,6
suplementado com BAP 1,67 mg/L e 0,1% de Meropene 25 mg/L, previamente
filtro-esterilizados e adicionados apdés a autoclavagem. Os explantes
permaneceram neste meio por quinze dias nas mesmas condi¢des ja citadas e
apos esse periodo foram transferidos para o meio MM2, o qual contém a
mesma composi¢cao do meio MM1, porém suplementado com o agente seletivo
GLU (glufosinato de amonio) 6 mg/L.

Ap6s permaneceram no meio MM2 por quinze dias, 0s
explantes foram cortados na base do cotilédone para exposicdo de novos
tecidos e transferidos para o meio MA (meio de alongamento), composto por
MS (Murashigue eSkoog) 1X; vitamina B5 1X; sacarose 60 g/L; MES 1,28 g/L ;
phytaagar 18 g/L, pH5,6 e suplementado com GA3; 1mg/L, A (asparagina) 100
mg/L, P (acido piroglutamico) 100mg/L, IAA (acido indol acético) 200 ug/L, TZ
(trans-zeatina) 10mg/L, Meropene 50mg/L e glufosinato de amdénio 12 mg/L
(Figura 10).

A cada quinze dias, os explantes eram transferidos para novos
meios de alongamento (MA), sendo que a cada troca de meio um novo corte
era realizado, até que os novos brotos estivessem do tamanho ideal para a
proxima etapa, podendo permanecer até oito semanas no meio de cultivo MA.
Quando os brotos atingiram aproximadamente 3 cm de comprimento, foram
cortados e colocados no meio ME (meio de enraizamento), composto por MS
Y.X; vitamina B5 1X, sacarose 20 g/L;MES 0,64 g/L e phytaagar 7 g/L, pH 5,6 e
25mg/L do antibiético Meropene filtro-esterilizado foram adicionados ao meio
autoclavado. Para inducdo do enraizamento, os brotos recém-cortados foram
imersos em uma solucdo de IBA (acido indol butirico 1:100 (v/v) e inseridos no
meio de cultura. Os explantes alongados permaneceram em camara
climatizada com fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro, luminosidade de 50 umolm™
s, temperatura de 25°C e umidade relativa de 60%, por uma ou duas

semanas até o enraizamento.
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As plantulas com raizes desenvolvidas foram gentilmente
removidas do meio, as raizes lavadas em agua para remover 0 excesso de
meio e dispostas individualmente em copos plasticos contendo substrato
composto por areia: vermiculita (1:1). As plantulas foram mantidas em camara
climatizada sempre sob as mesmas condi¢cfes durante sete dias e em seguida
transferidas para casa de vegetacdo. Amostras de tecido foliar foram coletadas
para confirmacao da insergéo do transgene via PCR convencional (Figura 10).
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Figura 10. Trocas de meios de cultura, onde 1 e 2 SL1 (meio de multibrotamento sem
agente seletivo); 3 SI2 (meio de multibrotamento com agente seletivo glufosinato); 4
meio de alongamento e enraizamento); 5 copos plasticos contendo substrato
composto por areia:vermiculita (1:1).

5.2.2.3 Identificac&o das plantas geneticamente modificadas com a
construcdo 35S:AtNCED3

A amplificagdo por PCR convencional para confirmacdo de

eventos positivos foi realizada utilizando-se pares de primers especificos
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(Tabela 1) para o gene de interesse AtNCED3 e para o gene GUS. O DNA
génomico utilizado nas reacdes foi extraido do tecido foliar de acordo com o
protocolo proposto por Doyle & Doyle (1987), com modificacdes.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados na amplificacdo por PCR para
confirmacao de eventos positivos.

Primers Sequéncias (5’-3’) Tamanho do amplicon (pb)

AtNCED3-F TCTAGAATGGCTTCTTTCACGGCAAC

AtNCED3-R GGATCCTCACACGCACTGCTTCGCCA 979
GmGUS-F CGTCCTGTAGAAACCCC 1813
GMGUS-R GCGCGGTACGGTAGGAGTTG

Inicialmente, um pequeno disco foliar de cada plantula
transformada foi amostrado em microtubo de 1,5 mL ao qual adicionaram-se
100 pL de tampéao de extracao aquecido a 65°C, contendo 2% de CTAB, 2% de
PVP, 50% de TRIS-HCI 1 M pH 8.0, 25% de EDTA 0,5 M pH 8.0 e 25% de
NaCl 5 M para o preparo de 500 mL de meio de extracdo. O tecido foi
macerado com auxilio de microesferas de aluminio, solubilizado neste meio e
submetido a agitacdo em vortex a temperatura ambiente, por 5 min.
Posteriormente, a solucao foi incubada por 30 min, & 65°C. A seguir, 300uL de
cloroférmio foram adicionados e a solucao foi gentilmente agitada por suaves
inversbes durante 5 min. ApoOs centrifugacdo a 14000g, por 5 min, o
sobrenadante foi coletado e a este foi adicionado 300uL de isopropanol a 4°C.
A solucao foi agitada por inversdo por 1 min e depois mantida a temperatura
ambiente por 2 min. Apds nova centrifugacdo a 140009, por 5 min, descartou-
se o sobrenadante cuidadosamente para nao remover o pellet. Posteriormente,
foram adicionados 200uL de etanol 70% gelado e centrifugou-se a solucdo a
14000g, por 5min. Novamente o sobrenadante foi descartado e o tubo invertido
sobre papel absorvente para secagem do pellet por aproximadamente 20 min.
O pellet foi entdo ressuspendido em 40uL de TE (tampdo de extracao -
Tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) contendo 40 pg/mL de RNAse. Apds
este procedimento, a solucao foi incubada por 30 min, a 37°C e em seguida
armazenada a 4°C.

Para verificagdo da integridade do DNA gendmico extraido, 5uL

de DNA foram aplicados em gel de agarose 1% (p/v) contendo 1lug/mL de
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brometo de etideo 0,5 pg/mL. Apés a corrida eletroforética realizada a 120 volts
por 40 min, as bandas de DNA integro foram visualizadas por exposi¢cao a luz
uVv.

A reacdo de PCR convencional foi composta de tampéo de
reacao 1X (Invitrogen), MgCl, 2 mM (Invitrogen), dNTP’s 0,2 mM (Invitrogen),
primer F 1 yuM, primer R 1 pM, Tag DNA polimerase 1U, DNA gendmico 50
ng/ul e 4gua Milli-Q em um volume final de 25ul. A amplificacao foi realizada
em termociclador Veriti® (Life Technologies, Califérnia, Estados Unidos), com
programacao composta por um periodo inicial de desnaturacdo a 95°C por 5
min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 30s, e por fim
um periodo de polimerizacdo a 72°C por 5 min. Em seguida, os produtos das
reacoes de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% (p/v) com coloracdo por brometo de etidio (SAMBROOK et al., 1989). As
bandas de DNA separadas eletroforeticamente foram visualizadas em
transiluminador de luz utravioleta e fotografadas com um sistema de
documentacédo Polaroid MP4+ SystemTM (Sigma, St. Louis, MA, USA).

5.2.3 Andlise de segregacéo de transgenes

Para a realizacdo do teste de segregacdo ou zigosidade,
discos foliares dos eventos na geracao T, foram coletadas em nitrogénio liquido
e 0 DNA genbmico foi extraido utilizando-se o protocolo descrito por Doyle &
Doyle (1987) modificado. Em seguida, o material foi analisado via PCR
convencional conforme descrito no item anterior para confirmacdo do
transgene, o qual foi identificado através da presenca ou auséncia de bandas
especificas no gel de agarose 1 % (p/v) como descrito anteriormente. O teste
do Qui-quadrado (X?) (p<0.05) foi realizado para verificar se 0 gene exdgeno

AtNCEDS3 apresentava segrega¢cdo mendeliana.

5.2.4 Quantificacdo da expressdo génica relativa utilizando o
método 274A¢
5.2.4.1 Extracao de RNA Total
A extracao de RNA total foi realizada utilizando-se o reagente

Trizol® (Invitrogen). Inicialmente, 100 mg do tecido foliar foi pulverizado com
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duas microesferas de aluminio em tubo de 1,5 mL sob nitrogénio liquido e
entdo foi adicionado 1 mL de Trizol® (Invitrogen). A solucao foi homogeneizada
em vortex durante 5 min a temperatura ambiente e em seguida centrifugada a
12000g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
ao qual adicionaram-se 250 puL de solucéo salina (0,8M citrato de sodio; 1,2M
NaCl) e 250 pL de isopropanol. Homogeneizou-se novamente a solugdo em
vortex por 5 min a temperatura ambiente e uma nova centrifugagdo foi
realizada a 12000g, por 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 1mL
de etanol 75% adicionado. A seguir, centrifugou-se a solugéo a 12000g, por 5
min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco a vacuo por 3 min.
Foram adicionados 100 pL de agua livre de RNAse (Invitrogen) e o pellet
ressuspendido. Logo em seguida, adicionaram-se 10 uL de acetato de sédio
(3M) e 250 pL de etanol 100%. A solucéo foi homogeneizada em vortex por 15s
e a seguir homogeneizada em agitador mecanico por 5 min a temperatura
ambiente. As amostras foram entéo centrifugadas a 12000g, por 15 min, a 4°C.
Novamente o sobrenadante foi descartado, adicionaram-se 400 pyL de etanol
75% e as amostras foram centrifugadas a 12000g, por 15 min, a 4°C. Por fim, o
sobrenadante foi removido e o pellet seco a vacuo por 3 min. Em seguida, 20
uL de agua livre de RNAse (Invitrogen) foram adicionados, o pellet

ressuspendido e o RNA total armazenado em freezer a -80°C.

5.2.4.2 Tratamento com DNAse

O RNA total extraido das amostras da geracao T, foi tratado
com DNAse para retirada de possivel DNA gendmico utilizando-se o Kit DNAse
I (Invitrogen). A solucao foi composta por 10 pg/pl de RNA total, tampé&o de
reacdo 1X e 1 U DNAse (Invitrogen) em um volume final de 25 pL completado
com agua livre de RNase (Invitrogen). A solucdo permaneceu a temperatura
ambiente por 7,5 min e entdo foi adicionado 2,5 nM EDTA e incubou-se a
solucdo a 65°C, por 5 min. Para verificar a presenca de DNA gendmico, as
amostras de RNA total foram amplificadas via PCR convencional com primers
para 0 gene da B-actina intron. As amostras contendo apenas RNA nao

apresentaram produto de amplificacao.
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5.2.4.3 Sintese de cDNA

Para a sintese dos cDNAs, foram utilizados aproximadamente
200 ng de RNA tratado com DNAse e o kit Super Script Il (Invitrogen)

conforme as recomendacdes do fabricante.

5.2.4.4 Desenho de primers para técnica de RT-qPCR

As sequéncias génicas utilizadas para o desenho dos primers
foram obtidas no banco de dados Phytozome. A sequéncia CDS (sequéncia
codificante) do transgene AtNCED3 foi obtida do plasmidio utilizado para
transformacdo e confirmada no banco de dados de Arabidopsis thaliana
(Phytozome). Esta sequéncia e sequéncias de NCED3 de soja
(Glymal5g40070.1, Glyma05g27250.1, Glyma08g10190.1) foram alinhadas
CLUSTALW e o par de primers desenhado em uma regido especifica da A.
thaliana, visando assegurar que quaisquer diferencas observadas na
expressao génica e na quantificacdo do numero de copias nao resultariam da
expressdo do gene GmMNCED3 endbégenos da propria soja. O primer para o
gene GMAAOS foi desenhado na regido especifica do Glymal4g04950.

Para o desenho de primers para o gene GMmAREBI,
sequéncias de soja (Glyma04g04170; Glyma07g33600; Glyma02g14880)
foram alinhadas e os primers obtidos a partir de uma regido comum aos trés
Glymas. Os primers para 0 gene GmPP2C (Glymal4g37480) e GmSnRK2
(Glyma02g15330) foram desenhados por Barbosa et al., (2012) O gene
normalizador Gmf-actina foi validado por Stolf-Moreira e colaboradores (2011)
(Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncias de primers dos genes AtNCED3, GmAAO3, GmAREBI],
GmSnRK2, GmPP2C e Gmg-actina utilizados para analise de expressao génica
relativa por RT-PCR.

Primers Sequéncias (5’-3’°) Tamanho do amplicon (pb)
AtNCED3-F CAAGTTCAGATCACTCCCAA 129
AtNCED3-R GCTTAAAGCGAAGAGTTCAC
GmAAOQO3-F ACACTACTTTGCAGCATACA 142
GmAAO3-R CACACATTCCAGGAGTACAA
GmAREB1-F AATAGAGAATCAGCTGCGAG 80
GmMAREB1-R GCTGAGGTTGCAAAACTTAA

GmPP2C-F  GCTATGTTGATTTATGCCGTGGTG

GmPP2C-R ACTTTGGTCTCAGGCTCTGCTGTCA
GmSnRK2-F CAAAGTGATCTCATGGATGGGA
GmSnRK2-R TGCTATCTAAGTCAAGGTCAGGATC

115

205
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Gmp-actina-F GAGCTATGAATTGCCTGATGG 118
Gmp-actina-R CGTTTCATGAATTCCAGTAGC
0] programa disponivel online Primer3plus

(www.http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) foi utilizado para o
desenho dos primers. A melhor temperatura de reagdo para cada par de
oligonucleotideo (primer) foi determinada e avaliada pela qualidade de
amplificacdo. Para a determinacdo da eficiéncia dos primers foi feita uma
diluicdo seriada 1:5 a partir de um bulk (mistura) composto pelos cDNAs das
amostras provenientes de plantas geneticamente modificadas com a
construcdo 35S:AtNCED. Uma curva de dissociacdo para se verificar a
ocorréncia de formacédo de dimeros de primers e/ou amplificacdo de produtos
inespecificos também foi realizada.

As reacdes de PCR quantitativo foram conduzidas em
equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems),
utilizando o kit Platinum® SYBR Green® qPCR Super Mix-UDG with ROX
(Invitrogen), conforme as instrugdes do fabricante. As reagdes foram composta
por 4 estagios ,um periodo inicial de 50°C por 2 min seguido de 95°C por 10
min, 0 segundo estagio composto por 40 ciclos a 95°C por 15s, 60°C por 1 min,
95°C por 15s, 60°C por 15s e por fim um periodo de 95°C por 15s.

A determinacdo dos niveis de expressdo dos genes alvos foi
realizada por quantificacdo relativa utilizando-se a férmula 22 (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Para cada tratamento, detectou-se o valor de Ct para
ambos, genes alvos e normalizador (Gmg-actina). Para normalizar a reacgao, o
valor do Ct do gene alvo foi subtraido do valor do Ct do controle enddgeno,
obtendo-se o valor de ACt. Em seguida, o valor ACt dos tratamentos foi
subtraido do valor do ACt da amostra calibradora (condigdo controle),
resultando no valor de AACt. Este valor foi utilizado na formula, x®*“Y onde x
representa a somatéria da eficiéncia do gene alvo e do controle enddégeno
Gmg-actina (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Neste estudo, a condi¢cdo controle
(irrigada) foi utilizada como calibrador para sua respectiva condicdo de déficit

hidrico. Para as analises estatisticas foi aplicado o teste T (p<0,05).
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5.2.5 Quantificacdo absoluta do numero de coépias do
transgene AtNCED3 utilizando o método 274¢%2

Para a analise do numero de cépias inseridas, 0 gene
endogeno da lectina (GmLectina, Acesso No. K00821) foi utilizado como gene
referéncia para a normalizacdo por ser espécie especifico e apresentar apenas
uma copia no genoma hapldéide de soja (FINER et al., 1996). As reacbes de
PCR quantitativo para detectar o niumero de copias do gene inserido foram
realizadas utilizando o sistema de deteccdo SYBR Green® conforme
instrucdes do fabricante (GIULIETTI et al., 2001). A reacgéo foi composta por 4
estagios, um periodo inicial de 50°C por 2 min seguido de 95°C por 10 min, o
segundo estagio composto por 40 ciclos a 95°C por 15s, 60°C por 1 min, 95°C
por 15s, 60°C por 15s e por fim um periodo de 95°C por 15s. Os primers

utilizados nesta etapa estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias de primers dos genes AtNCED3 e GmLectina utilizados para
analise de expresséao génica absoluta por RT-qPCR.

Primers Sequéncias (5’-3’) Tamanho do amplicon (pb)
AtNCED3-F CAAGTTCAGATCACTCCCAA
AINCED3-R GCTTAAAGCGAAGAGTTCAC
GmLectina-F  TCCCGAGTGGGTGAGGATAG
GmLectina-R CATGCGATTCCCCAGGTATG

129

85

O método 22°Y2 foi utilizado na quantificagdo do nimero de
copias do transgene, onde o ACt é calculado pela diferenga entre o valor de Ct
do gene alvo pelo Ct do gene referéncia para o calculo do nimero de cépias da
geracao T; (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; BARBOSA, 2012; ENGELS, 2013).

5.2.6 Experimentos para avaliagdo molecular e fisiologica das PGMs
contendo a construcdo 35S:AtNCED3

5.2.6.1 Delineamento e montagem dos experimentos -

procedimento padréao

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso, com o0s

tratamentos em esquema fatorial 3x2x2 (trés materiais vegetais - evento 2Ha
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11 e as cultivares BRS 184 (isolinha) e BR 16 x duas condicfes hidricas —
(controle e déficit hidrico) e 2 épocas de coleta (antes e ap6s inducdo do DH)
com 9 blocos para o experimento de rendimento, 6 blocos para o experimento
de crescimento. As sementes foram tratadas com carboxin + thiram (200 g L™)
e fipronil (250 g L") e mantidos na camara por 5 dias. A seguir, foram
germinadas em papel de germinagdo em camara de crescimento a 25°C + 1 e
100% de umidade relativa.

No dia do plantio, foram utilizadas nos experimentos somente
sementes germinadas com o comprimento de radicula uniforme, inoculadas
com Bradyrhizobium japonicum (Atmo®), 5,0x10° UFC/mL. Em seguida, as
sementes germinadas foram plantadas em vasos plasticos de 1L forrados com
3 laminas de papel filtro e contendo 1.200 g da mistura substrato:areia (1:1
volume/volume), sendo 0 substrato  constituido pela  mistura
terra:areia:composto organico (3:2:2), de modo que o substrato e a areia foram
previamente esterilizados e secos separadamente em estufa de circulacao
forcada de ar, a 60°C, por 3 dias.

Nos primeiros 15-25 dias apds plantio, as plantulas receberam
luz suplementar com fotoperiodo de 15h diarias de luz, a fim de se evitar o
florescimento precoce. Cada vaso conteve uma Unica plantula. A temperatura
da casa de vegetacao foi mantida a 28+2°C, com registros de temperatura e
umidade relativa a cada 5 min por meio de termohigrografo (Hobo U14-002,
Onset®).

Quando as plantas atingiram o estadio V1 (Fehr et al., 1971),
as positivas foram identificadas via PCR convencional e mantidas a 100% da
capacidade de campo até atingirem o estadio V4. A manutencdo da
capacidade de campo a 100% foi obtida pela irrigacdo duas vezes ao dia (no
inicio da manha e ao final da tarde) com volume fixo de agua suficiente para
saturar a mistura presente nos vasos. No estadio V4 e um dia antes da indugéo
do DH, os vasos foram saturados com agua ao final da tarde e na manha
seguinte foram cobertos com sacos plasticos para prevenir a perda de agua por
evaporacao da mistura substrato:areia. O caule das plantas foi envolto com
algodao a fim de se amenizar a perda de agua por evaporacdo pela regiao

central do vaso. A partir deste momento, a irrigacdo foi suspensa nos vasos
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pertencentes ao grupo déficit hidrico (DH), enquanto os vasos do grupo
controle (C) permaneceram a 100% da capacidade de campo.

Foi realizada a checagem diaria da condutancia estomética
(gs), com base na qual a condicdo de déficit hidrico das plantas foi confirmada.
Desta forma, a condicdo controle correspondeu a valores de condutancia
estomatica acima de 0,2 mol H,O m™?s™, enquanto valores abaixo de 0,2 mol
H,O m™s™ corresponderam para as plantas em déficit hidrico, conforme Flexas
et al. (2004) e Salinet et al. (2009). As medicdes foram realizadas por meio de
um analisador portatil de fotossintese modelo LCpro-SD (ADC BioScientific) e
realizadas no interior da casa de vegetagcado entre 9 e 11h, em condi¢des de
céu aberto, estabelecendo-se a radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) a
1000 pmol m? s™.

5.2.6.2 Experimento para analise molecular e trocas gasosas

Para a andlise de expressdo dos genes AtNCED3, GmAAQOS3,
GmAREB1, GmPP2c e GmSnrK2, amostras do evento AtINCED3 2Ha 11 e de
plantas convencionais BRS 184 e BR 16, sob DH e C foram coletadas. Os
terceiros trifdlios completamente expandidos, foram embalados em papel
aluminio, rapidamente mergulhados em nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C até o momento das analises moleculares (RT-qPCR; PCR convencional).

ApOs a coleta, amostras de substrato foram coletadas e
armazenadas em potes de aluminio previamente pesados, os quais foram
devidamente vedados com fita apropriada antes de serem levados ao
laboratorio. Este material foi utilizado para determinacdo do potencial hidrico
por meio de um potencidmetro modelo WP4C (Decagon).

As trocas gasosas, incluindo-se a taxa fotossintética (A), a
condutancia estomatica (gs), a taxa transpiratéria (E) e a concentracao
intercelular de CO, (Ci), foram medidas no evento AtNCED3 2Ha 11 e
convencionais BRS 184 e BR 16, no foliolo central do terceiro trifélio (sentido
apice-base) completamente expandido por meio de um analisador portatil de
fotossintese (LCpro-SD, ADC BioScientific). As medicdes foram realizadas no
interior da casa de vegetacédo entre 9 e 11h e em condicbes de céu aberto,

estabelecendo-se a radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) a 1000 umol m™
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s™. Pela razdo entre A e Gs foi calculada a eficiéncia intrinseca do uso de 4gua
(EIUA).

5.2.6.3 Experimento para parametros de rendimento

Apés a coleta dos trifdlios e do substrato, todas as plantas
foram transferidas para vasos maiores (8L) previamente preenchidos com terra
esterilizada. Cada vaso conteve uma uUnica planta e todos os vasos foram
mantidos bem-irrigados por meio de sistema automatico de irrigacdo até o final
do ciclo, quando entédo foram avaliados componentes de rendimento tais como
namero de vagens com sementes por planta (NVCS), nimero de vagens sem
sementes por planta (NVSS), massa seca total de sementes (MSTS, Q),
ndamero total de sementes (NTS), numero de sementes por vagem (NSV) e

peso de mil sementes (P1000, g).

5.2.6.4 Experimento para analise de crescimento

A analise de crescimento das plantas no evento AtINCED3 2Ha
11 e convencionais BRS 184 e BR 16 foi realizada incialmente pela contagem
do namero de nos (NNOS), altura de planta (cm), comprimento médio de
internds e medicdo da area foliar total (dm?) pelo equipamento LI-3100C. Em
seguida, os diferentes tecidos coletados (raizes, caules mais peciolos e
laminas foliares) foram armazenados separadamente em sacos de papel e
secos em estufa a 60°C para obtencdo de matéria seca constante. A massa
seca total correspondeu a soma das massas secas dos diferentes tecidos em
cada unidade amostral.

Também foram calculadas a taxa de crescimento relativo (TCR,
g dia!) e a TCR em altura (%). Estes dados foram coletados no dia da indugdo
do déficit hidrico e ap6s o tratamento. A TCR em altura (%) foi calculada a
partir da equacgao: (H2 —H1) / H1 x 100%), onde H1 representa a altura no dia
de inducdo do déficit hidrico, enquanto H2 corresponde a altura medida nos
dias das coletas, que foram antes e depois da inducédo do DH. A TCR, g dia-1
foi obtida pela formula TCR = (InP; - InP4)/(t2 - t1), em que P; e P, referem-se as
massas secas de duas amostragens sucessivas (t; e ty).

A umidade gravimétrica (UG, %) do substrato tanto das plantas

controle (C) quanto daquelas sob déficit hidrico (DH) foi obtida a partir da
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equacao UG (%)=100*[(PL+MSU)-(PL+MSS)/(PL+MSS)-PL], onde: PL = peso
do vaso (g); MSU = massa de substrato umido (g); MSS: massa de substrato

seco (g), sendo esta ultima obtida apds secagem do substrato a 110°C.

5.2.7 Andalise estatistica

Os residuos apresentaram distribuicdo normal e atenderam aos
demais pressupostos da andlise de variancia (ANOVA). Desta forma, os
dados de trocas gasosas, crescimento e rendimento foram submetidos a
ANOVA e as comparacbes multiplas de médias realizadas pelo teste Tukey
(p<0.05). Os dados moleculares de expressdo génica foram submetidos a teste
T (p<0.05).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Identificagdo de eventos positivos para o gene AtNCED3

Um total de 184 explantes de soja convencional BRS 184
foram inoculadas com Agrobacterium, permitindo a construcdo 35S:AtNCED3.
Destes, 2 eventos foram obtidos e identificadas como 2Ha 11 e 2Ha 13, com
uma eficiéncia de transformacéo de 1,1 %. O calculo de eficiéncia utilizado foi
obtido pelo nimero de plantas positivas x 100/ namero total de explantes
transformados .

O tecido foliar das plantas das geracdes T e T, foi coletado e
testado para o transgene como descrito na Tabela 4. Na geracao T1, 7 plantas
foram identificadas como positivas, sendo 5 do evento 2Ha 11 e 1 do evento
2Ha 13, pois o evento 2Ha 13-51 apresentou contaminacdo na amostra, 0 que

foi confirmado pelos dados de RT-gPCR para niumero de cépias (Figura 11).

Tabela 4. Geragdes Toe T, 35S:AtINCED3. O evento 2Ha 11 gerou as plantas 02, 03,
04, 05 e 06, e 0 evento 2Ha 13 gerou as plantas 51 e 52.

Eventos To Eventos T1

02
03
2Ha 11 04
05
06
2Ha 13 51
52

Figura 11. PCR convencional dos eventos na geracdo T, de soja identificadas como
positivas para a construcdo génica 35S:AtNCED3. As amostras foram amplificadas
com o par de primers para o gene NCED3 que se anela nas extremidades do gene
exoégeno amplificando-o integralmente (1813 pb). Legendas: 2Ha 11; 2Ha 13 - eventos
transgénicos T; 35S:AtNCEDS3; Branco; BRS 184 (controle negativo); pNCED
(plasmidio contendo o transgene AtNCED3) utilizado como controle positivo; ladder 1
Kb Plus nas extremidades do gel (1% de agarose).
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5.3.2 Analise de segregacdo dos transgenes e numero de copias

A andlise de segregacdo e o numero de copias do gene

AtNCEDS3 nos eventos foi realizada na geracao T, (Tabela 5).

Tabela 5. Taxa de segregacdo na geracdo T, para a construcdo 35S:AtNCED3 com X?
(p<0.05). S: Sim. N: N&o.

Segregacao

Fendtipo Positiva Negativa X2 31 Cépias
2Ha 11-02 95 24 1,48 S 1-2
2Ha 11-03 71 24 0,00 S 1
2Ha 11-04 182 57 0,18 S 3-4
2Ha 11-05 5 1 0,06 S 1
2Ha 11-06 22 8 0,01 S 1
2Ha 13-51 - 291 N -
2Ha 13-52 1 46 N 1

O evento 2Ha 11 apresentou toda linhagem irma (02;
03;04;05;06) com segregacao mendeliana, jA o evento 2Ha 13-51 teve apenas
uma planta com a insercao do gene AtNCEDS3 e 46 plantas sem a presenca do
gene apresentando segregacao ndo-mendeliana, enquanto o evento 2Ha 13-52
nao apresentou a presenca do transgene, nas plantas da geragao T,. Por estes
motivos, ambos foram descartados dos préximos experimentos.

Os resultados da quantificacdo do numero de copias
mostraram que as plantas da geracao T, do evento 2Ha 11 apresentaram entre
1 a 4 copias inseridas do transgene, enquanto que no evento 2 Ha 13-51 a
presenca de coOpias do transgene nao foi detectada, indicando que o gene ndo
foi transmitido da geracdo T, para Ti Por sua vez, o evento 2Ha 13-52
apresentou 1 copia do transgene mas nao apresentou segregacdo mendeliana

na geracao T, (Tabela 5).

5.3.3 Andlises fisiolégicas e moleculares em plantas GMs e

cultivares convencionais em condi¢cGes de déficit hidrico

Na condicao controle (C), ndo houve diferenca na condutancia
estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO, (Ci), taxa fotossintética (A) e
taxa transpiratéria (E) entre o evento 2Ha 11 e as cultivares convencionais BRS
184 (isolinha) e BR 16 (sensivel a seca). Sob DH, o evento AtNCED3 2Ha 11
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apresentou menores valores de trocas gasosas comparado a condicédo
controle, o que n&o ocorreu com as cultivares convencionais. O evento 2Ha 11
apresentou ainda maior eficiéncia do uso da agua (A/Gs) sob DH comparada

com as cultivares ndo transformadas (Figura 12).
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Figura 12. Trocas gasosas das plantas de soja GM 2Ha 11 e das cultivares
convencionais BRS 184 e BR 16 sob condicdes de déficit hidrico e irrigacdo continua
(controle). A. Taxa fotossintética (A), Taxa transpiratoria (E) (mmol H20 m-2 s-1);
B. Condutancia estomaética (Gs) (mol H,O m? s™?), Concentracao intracelular de CO,
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(Ci) (umol CO2 mol-1); C. Eficiéncia intrinseca do uso de agua (%). Letras maiusculas
comparam 0s materiais vegetais e letras mindsculas comparam as condi¢des hidricas.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Valores representam
médias + erro padrédo de nove blocos.

O substrato do evento 2Ha 11 apresentou menor umidade
gravimétrica (UG) comparado as cultivares convencionais na condi¢cao C. Sob
DH, n&o houve diferenca na UG do substrato entre o evento transgénico e as
cultivares convencionais, embora todos o0s materiais vegetais tenham

apresentado reducdo da UG sob DH (Figura 13).
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Figura 13 Avaliacdo do substrato dos vasos de soja GM 2Ha 11 e das cultivares
convencionais BRS 184 e BR 16 sob condi¢fes de déficit hidrico (DH) e irrigagéo (C).
O parémetro avaliado foi a Umidade gravimétrica do solo (UG). Letras mailsculas
comparam 0s materiais vegetais e letras mindsculas comparam as condi¢cfes hidricas.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Valores representam
médias * erro padréo de seis blocos.

Com relagcédo as massas secas e as TCRs, nao houve interacao
significativa entre os materiais vegetais e as condi¢cfes hidricas. Desta forma,
considerando-se as médias de ambas as condi¢des hidricas em cada material
vegetal, ndo se observou diferenca na massa seca de raiz (MSR) entre o
evento 2Ha 11 e sua isolinha BRS 184, enquanto menores valores foram
observados para a cultivar BR 16, sensivel a seca. Além disso, o evento 2Ha
11 apresentou maior massa seca foliar (MSF), massa seca de caules e
peciolos (MSC) e massa seca total (MST) comparado as cultivares
convencionais. O evento 2Ha 11 também apresentou maior TCR em gramas

por dia (TCRg/dia) comparado as cultivares convencionais, enquanto a TCR
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em altura (%) foi igual a de sua isolinha BRS 184, porém maior que a da
cultivar BR 16 (Figura 14).
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Figura 14. Parametros de crescimento: A. Taxa de crescimento (TCRg/dia), B. Taxa
de crescimento relativo em altura (TCRalt) C. Massas secas: Massa seca da raiz
(MSR), Massa seca foliar (MSF), Massa seca de caules mais peciolos (MSC), Massa
seca total (MST). Letras mailsculas comparam 0s materiais vegetais. Letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Valores representam médias + erro
padrdo de doze blocos. Legenda: * ndo houve interacdo genétipo e condic¢ao hidrica.

O numero de nos (NNOS) e a area foliar (AF) foram maiores no
evento GM 2Ha 11 comparado as cultivares convencionais. O evento

transgénico também apresentou menor comprimento médio de internés (CMI)
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comparado ao sua isolinha BRS 184, porém semelhante a cultivar BR 16.
Quanto a altura (ALT), o evento GM mostrou-se menor que sua isolinha BRS
184 e maior que a cultivar BR 16 (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros de Crescimento: Numero de nds (NNOS); Comprimento médio
interno (CMI); Altura (ALT); Area foliar (AF). Letras mailisculas comparam os materiais
vegetais. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Valores
representam médias + erro padrdo de doze blocos. Legenda: * ndo houve interacéo
gendtipo e condicao hidrica.

NNOS* CMI* ALT* AF*

2Ha 11 8,0+0,3 A 1,98+0,1 B 15,45+0,9 B 487,7+51,3 A
BRS 184 75+02 B 2,43+0,1 A 17,75+0,7 A 349,8+16,4 B

BR 16 6,2+0,3 C  2,12+0,1 B 12,65+0,4 C 338,5+27,1 B

Com relacédo aos parametros de rendimento, o evento GM 2Ha 11 e as
cultivares convencionais apresentaram mesmo numero de sementes por
vagem (NSV) e peso de 1000 sementes (P1000). Com relacdo a massa seca
total de sementes (MSTS), 0 evento transgénico apresentou massa igual a sua
isolinha BRS 184 e maior que a cultivar BR 16. O evento transgénico também
apresentou maior nimero de vagens sem sementes (NVSS) comparado a
cultivar BR 16, ndo apresentando diferenca em relagcédo a cultivar BRS 184. O
evento 2Ha 11 apresentou ainda maior numero de vagens com semente
(NVCS) e numero total de sementes (NTS) comparado as cultivares
convencionais em ambas as condi¢cdes hidricas. Somente o evento sofreu
alteracdo no DH comparado a condigdo controle, apresentando aumento no
NVCS e NTS (Figuralb).
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Figura 15. Parametros de rendimento das plantas de soja GM 2Ha 11 e das cultivares

convencionais BRS 184 e BR 16 sob condi¢cdes de déficit hidrico e irrigagdo. Os
parametros avaliados foram: A. NUmero de sementes por vagem (NSV); Matéria seca
total de sementes (MSTS); Peso de mil sementes (P1000); B. Nomero de vagens com
sementes (NVCS); Numero de vagens sem sementes (NVSS); Numero total de
sementes (NTS). Letras mailsculas comparam o0s materiais vegetais e letras
minasculas comparam as condi¢des hidricas. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0.05). Valores representam médias + erro padrdo de nove blocos.
Legenda: * ndo houve interacdo gendtipo e condig¢éo hidrica.

Os resultados de quantificacdo da expressao génica relativa do
transgene AtNCED3 e dos genes enddégenos, GmAAO3, GmPP2C, GmSnRK2
e GmAREB1, mostraram que o evento 2Ha 11 apresentou maiores niveis de

expressdo de todos os genes avaliados quando comparado as cultivares
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convencionais de soja BRS 184 e BR 16, sob DH. O calibrador utilizado foi a
condicao controle de cada evento comparado a condi¢cdo de DH. O transgene
AINCED3 somente foi expresso no evento transgénico 2Ha 11 e foi
aproximadamente 2,4 vezes maior sob DH quando comparado a condicéo

controle (Figura 16).
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Figura 16. Expressao génica relativa do transgene AtNCED3 e dos genes endbdgenos
GmMmNCED3; GmAAO3; GmPP2C; GmSnRK2; GmAREB1 no evento GM 2Ha 11 e nas
cultivares convencionais de soja BRS 184 e BR 16. Letras mailsculas comparam 0s
materiais vegetais e letras minlsculas comparam as condi¢des hidricas. Letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste T (p<0.05). Valores representam médias + erro padrao
de nove blocos.
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5.4. DISCUSSAO

A transformacdo genética de plantas mediada por
Agrobacterium possui algumas vantagens se comparada a outras técnicas
disponiveis atualmente, pois € considerada de menor custo, sendo a opcéo
mais viavel para a expressao estavel de um gene de interesse, permitindo
melhor fixacdo do gene nas geracdes seguintes (TRAVELLA et al., 2005);
GIRROTO et al., 2012), e evitando problemas que podem ocorrer na expressao
de genes quando introduzidas em multiplas copias. Desta forma, esta técnica
vem sendo amplamente utilizada nas transformacfes de um grande numero de
culturas, incluindo monocotiledéneas e eudicotiledoneas (GELVIN, 2003).

No presente estudo, foram transformados com sucesso, via
Agrobacterium tumefaciens, cotilédones da cultivar convencional de soja BRS
184, com uma eficiéncia de 1,1%, apresentando 85% mais eficiencia que o
trabalho desenvolvido por Giroto et al. (2012), que obteve uma eficiéncia de
0,17 % porém utilizando outra cultivar de soja (BR 16) e outra construcao
génica (35S:AtAREB1). O protocolo utilizado neste trabalho difere em alguns
aspectos do de Giroto et al. (2012) sendo que este aumento na eficiéncia de
transformacao esta relacionado a fatores como, gendétipo da planta, tipo de
tecido transformado, vigor dos explantes, estirpe da bactéria, vetor utilizado,
sistema de selecdo e condi¢cdes de cultivo (CHENG et al., 2004). Ainda tem
sido relatado que fatores genéticos determinam a susceptibilidade de genétipos
da soja para a infeccao por Agrobacterium e a capacidade de regeneracéo das
plantas no processo de transformacéo (LIU; WEI, 2005; YING et al., 2008). A
variacdo entre o niumero de explantes transformados e o nimero de explantes
testados pode ser explicada pela dificuldade em se regenerar plantas de soja
em cultura de tecidos, juntamente com o processo de sele¢céo, que ocorre na
presenca do agente seletivo no meio de cultura, ainda que em baixa
concentracdo (YING et al., 2008).

Quanto a segregagcao do transgene nos eventos GMs, de
acordo com Yin et al. (2004), padrbes de segregacdo excepcionais podem
advir de fatores numeéricos, como a insercdo de mais de uma copia do gene de
interesse no genoma da planta. Decorrente desta insercdo anormal, a

inativacdo da expressao do gene de interesse é frequentemente observada
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guando estes encontram-se presentes em multiplas copias dentro do genoma
da planta, podendo ser os responsaveis pela segregacdo anormal, fora do
padrao mendeliano. No presente estudo, no evento GM 2Ha 13-51 n&o foram
identificadas copias do transgene na geracdo Ti, assim como em todas as
plantas da geracéo T,. Também para o evento 2Ha 13-52, que apresentou uma
copia do transgene na geracdo T; mas nado foi identificada segregacao
mendeliana na geracao T,. Estes dados obtidos a partir do evento To 2Ha 13
sugerem certa instabilidade da construcdo génica inserida neste evento, que
pode estar relacionada com o local de insercdo no genoma. Para o evento GM
2Ha 11 os padrdes de segregacao seguiram a proporcéo de 3:1 de acordo com
o teste qui-quadrado (X?) (Tabela 5), na geracdo T,. Este evento transgénico
apresentou baixo numero de coépias, de 1 a 4 inseridas no genoma.

Assim a segregacdo de transgenes esta geralmente
relacionada ao local de insercdo e ao numero de coépias inseridas. Quando
multiplas copias séo inseridas, eles podem co-segregar como um locus
transgénico, integrando-se em um loci muito pr6ximo ou no mesmo locus
(PALOWISKI; SOMERS, 1996). Pelo fato do locus transgénico ser hemizigoto
na planta transformada e a maioria dos genes de interesse promoverem um
ganho de funcdo nas plantas, estes genes inseridos se comportam como genes
dominantes, e tendem a segregar 3:1 conforme o padrdo mendeliano. Para o
evento 2Ha 11 a interacdo das copias pode ter ocorrido no mesmo lécus
génico, exibindo o comportamento de um Unico gene dominante, mesmo com 4
cOpias do transgene no genoma (ZHAO et al.,, 2007). Portanto, deve-se
conhecer a zigosidade do evento ou pelo menos ter uma estimativa da
zigosidade para se inferir corretamente quantas copias o evento GM realmente
POSSUI.

Considerando a condi¢ao de deficiéncia hidrica a qual o evento
2Ha 11 e as cultivares convencionais de soja BRS 184 e BR 16 foram
submetidos, no presente estudo, pode-se afirmar que, com base nos valores de
umidade gravimétrica do substrato sob DH, todas as plantas testadas estavam
sob déficit hidrico moderado apods 7 dias de suspensao da irrigagdo, com base
na classificagcdo descrita por Salinet (2009), onde 15% UG corresponde a
condicao controle, 5% UG corresponde ao déficit hidrico moderado e 2,5%

corresponde ao déficit hidrico severo para o substrato utilizado, e também
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considerando os valores de condutancia estomatica abaixo de 0,2 mol H,O m’
st (FLEXAS et al., 2004) (Figura13).

Como resultado do déficit hidrico no solo, quando a oferta de
agua nao supre a demanda, modificagbes no movimento estomatico ocorrem
como primeira resposta ao deéficit hidrico. No presente estudo, ndo houve
diferenca nas trocas gasosas (Gs, Ci, A, E) entre o evento 2Ha 11 e as
cultivares convencionais na condi¢do controle (C). Porém, sob déficit hidrico
(DH), o evento transgénico apresentou reducéo nas trocas gasosas (Figuras 12
A-B). Similarmente, conforme observado por Pedrosa (2013), plantas de tabaco
contendo a construcdo 35S:CsNCED3 (de Citros sinensis) apresentaram
mecanismo de evitamento na perda de agua, como reducdo na condutancia
estomatica em relacdo as plantas nocaute (NT). Em outro estudo onde a
construcdo 35S:PVvNCED3 (de Phaseolus vulgaris) foi inserida em tabaco,
observou-se que sob DH as folhas apresentaram menor perda de agua por
transpiragéo, resultado da ativacdo da via biossintética de ABA promovendo o
fechamento estomatico, confirmado por medidas de condutancia estomatica,
(QIN; ZEEVAART, 2002) corroborando os dados do presente estudo em soja.
luchi et al. (2001) também observaram em plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana contendo a construcdo 35S:AtNCED3 que apos dezoito dias de déficit
hidrico, houve reducéo na taxa de transpiracdo das folhas e maior tolerancia a
seca em relacdo as plantas nado-transformadas, bem como superexpressaram
genes ABA dependentes como rabl8, kinl e rd29B (KURTELA; FRANCK,
1990; LANG; PALVA, 1992; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1993;
STOLF et al., 2007).

A reducdo nas trocas gasosas no evento 2Ha 11 sob DH,
acarretou uma melhor eficiéncia intrinseca do uso de agua de 223% quando
comparado a condi¢ao controle, e de 161% maior quando comparada a sua
isolinha BRS 184, sob DH (Figura 12 C). Outro dado interessante € que o
substrato do evento 2Ha 11 apresentou uma UG 27% menor comparado as
cultivares convencionais na condi¢céo controle. Por sua vez, sob DH, n&o houve
diferenca entre o evento e as cultivares. Os dados sugerem que, além do
evento 2Ha 11 apresentar maior eficiéncia do uso da agua sob DH, apresentou
maior uso eficiente da dgua ao consumir 27% menos agua sob DH (BLUM,
2009). Cabe ressaltar que a busca do aumento da eficiéncia no uso da agua
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em culturas economicamente importantes, como a soja, tem sido motivo de
preocupacao das pesquisas cientificas bem como de produtores rurais, uma
vez que este componente da produgdo cada vez mais ocupa parcela
significativa nos custos de producdo, bem como na capacidade de
sobrevivéncia das plantas em condi¢cbes cada vez mais privativas de agua
(ROZA, 2010). Assim, o evento 2Ha 11 apresentou maior eficiéncia intrinseca
do uso da agua sob DH, caracteristica fundamental de tolerancia a seca,
evidenciando que diante da menor disponibilidade de &agua o evento
transgénico é capaz de utilizar a agua intrinseca de forma sustentavel, com
menores perdas por transpiracao em fungédo da diminuicdo das trocas gasosas
e direcionando-a a produtividade como evidenciado em dados de rendimento
(Figura 15). Mas é principalmente através de uso eficente da agua em
condicBes favoraveis onde evidencia-se a real capacidade de um gendétipo em
apresentar maior produtividade, pois a eficiencia intrinseca do uso da agua sob
DH é um caracteristica temporéaria (BLUM, 2009).

Quanto aos parametros de rendimento, o evento GM 2Ha 11
apresentou MSF 42% maior que sua isolinha BRS 184. A MSF foi 0 que mais
refletiu nos valores de MST que foi 45% maior no evento quando comparado a
sua isolinha. Nao houve interacdo genoétipo e condicdo hidrica para estes
parametros. O fato das massas secas nao terem sido alteradas pela condicdo
hidrica sugerem que, o promotor 35S esta exercendo sua funcdo ativando o
transgene em ambas as condic¢des hidricas constitutivamente.

Os dados de MSF confirmam ainda os dados de AF obtidos
para o evento 2Ha 11, que foi em média 39% maior independente da condicéo
hidrica (Tabela 6). Esta caracteristica, juntamente com os dados de trocas
gasosas indicam que a defesa das plantas transgénicas ao DH foi diminuir a
area de perda de agua por transpiragdo por apresentar uma AF muito maior
que sua isolinha. A é&rea foliar é considerada um importante fator de producéo
pelo fato da fotossintese ser proporcional a ela, a planta tera uma maior
captacdo de luz e maior producao de fotoassimilados quanto maior for sua AF
(FERNANDEZ; McINNES; CITHREN, 1996; TAIZ; ZEIGER, 2013). Em
contrapartida, quanto maior a AF maior serd a superficie de perda de agua,

porém com o aumento da eficiéncia intrinseca do uso de agua, o evento 2Ha
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11 apresentou maior rendimento em graos, valores que giraram em torno de
40%.

A expanséo foliar € bem mais sensivel ao déficit hidrico do que
a taxa fotossintética. Assim, na maioria dos casos, observa-se uma reducao na
capacidade produtiva da planta mais pela reducéo da area foliar do que na taxa
de fotossintese (LACERDA, 2007). No presente estudo, mesmo com uma
grande AF, que pode levar a maiores perdas por transpiragcdo e com reducgéo
das trocas gasosas, 0 evento GM 2Ha 11 apresentou melhor eficiéncia
intrinseca do uso da agua comparado as cultivares e nao teve o rendimento
afetado, ao contrario, mostrou-se significativamente maior, principalmente sob
DH (Figura 12). Similarmente, Smeeton (2010) observou que linhagens
transgénicas de tomate superexpressando o gene LeNCED1 apresentaram
reducdo na condutancia estomatica, porém nao obtiveram nenhum efeito sobre
a biomassa em relacdo ao controle ndo transformado, mostrando que de
alguma forma a planta ndo é prejudicada em sua produtividade na presenca
exdgeno do gene NCED, o que pode estar relacionado ao aumento das
concentraces do ABA.

Os parametros de crescimento mostraram que o evento 2Ha 11
apresentou em média plantas 13% menores que sua isolinha, porém 18%
maiores que a cultivar BR 16, independente da condi¢cao hidrica (Tabela 6).
Esses resultados corroboram com o estudo realizado por Chen et al. (2011),
gue demonstraram que as linhagens transgénicas de Arabidopsis thaliana com
as contrucbes 35S:LsNCED3 e 35S:LoONCED3 (Lilium formosanum e L.
oriental, respectivamente) apresentaram plantas com tamanhos menores, fator
geralmente relacionado ao promotor constitutivo 35S. No presente estudo,
apesar da menor estatura e menor CMI comparado a sua isolinha, o evento
GM 2Ha 11 apresentou maior NNOS e maior nimero de vagens com
sementes. Além disso, apresentou mesma TCRalt e maior TCRg/dia que sua
isolinha, o que corrobora os dados de MST.

Apesar de nao ter havido diferencga significativa em relagdo ao
NSV, MSTS, P1000 e NVSS entre o evento transgénico e sua isolinha, os
dados mostraram que o evento 2Ha 11 apresentou maior NVCS e NTS em
ambas as condi¢Bes hidricas comparado as cultivares convencionais, com

valores em média 40% maiores para as duas variaveis comparado ao sua
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isolinha. Na cultura da soja, na fase vegetativa, a falta de 4gua pode reduzir o
crescimento e a &rea foliar, enquanto na reprodutiva provoca menor acumulo
de massa seca, vagens vazias e chochamento de gréos (SAITOH; MAHMOOQOD;
KURODA, 1999). Segundo Desclauxs, Huynth e Roumet (2000), o déficit
hidrico parece comandar uma troca precoce do desenvolvimento vegetativo
para o reprodutivo, bem como resultar em menor nimero de nds, antecipacao
da formacéo de flores e vagens, além de encurtamento da fase reprodutiva,
acarretando diminuicdo no periodo de enchimento de graos. Para o evento GM,
a restricdo da condicdo hidrica parece nao ter resultado, no entanto, em
menores valores de parametros de rendimento, fato provavelmente associado
a maior expressao do gene AtNCED3, levando a uma maior expressao do gene
enddgeno GmAAOS (Figura 16), precursor imediato do ABA na via biosintética.
Este aumento da expressdo génica pode ter levado a maiores concentracfes
de ABA na planta, resultando na ativacdo de mecanismos que auxiliaram o
evento transgénico na manutengdo do metabolismo e no direcionamento da
energia para a producdo, mesmo em condicdes de déficit hidrico.

Os dados de quantificacdo génica relativa mostraram que 0s
niveis do transgene AtNCED3 e do gene enddgeno GmAAQO3 foram maiores
sob déficit hidrico quando comparados a condicdo controle, e também as
cultivares convencionais. Segundo Melhorn et al (2008) em fava (Vicia faba),
uma maior expressdo das duas enzimas (AtNCED3 e AAO3), levou a uma
diminuicdo da condutancia estomética demonstrando que ambas enzimas
estdo envolvidas na biossintese do ABA em resposta ao déficit hidrico.
Também em A. thaliana, a expressdo do gene OsNCED3 (Oryza sativa)
aumentou a tolerancia a seca pela redugéo na abertura estomética (HWANG et
al., 2010), corroborando as evidéncias da sua importancia na via biossintética
do ABA. Em feijao (Phaseolus vulgaris) sob de déficit hidrico, o gene PvNCED
foi altamente induzido em niveis de RNAm e proteinas, e folhas destacadas de
tabaco GM com o gene PVNCED apresentaram menor perda de agua por
transpiragcdo, resultado da ativacdo da via biossintética de ABA promovendo
fechamento estomatico, fato confirmado por medidas de condutancia
estomatica (QIN; ZEEVART, 2002). Resultados semelhantes foram observados
para o gene LeNCED em tomates sob condicfes de déficit hidrico (BURBIDGE

et al., 1999). Igualmente para feijdo de corda (Vigna unguiculata) foi
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identificado um aumento da expressédo do gene VUNCED1 em caules e folhas
de plantas com oito dias submetidas a 10h de desidratacdo (IUCHI et al.,
2000). Em abacate (Persea americana), a expressdo do gene PaNCED1 foi
significativamente maior em resposta a perda de agua em folhas desidratadas
a 80% (CHERNYS; ZEEVAART, 2000). Da mesma forma, em amendoim
(Arachish ypogaea), a expressdao de AhNCED1 foi maior em resposta a seca
(WAN; LI., 2005). Assim, como em outras culturas importantes, baseado nos
dados obtidos, a maior expresséo de AtINCED3 em soja pode ter resultado em
maior tolerancia ao déficit hidrico nas plantas transgénicas.

Os genes GmPP2C, GmSnRK2 e GmAREB1 também
apresentaram maiores valores de expressdo sob déficit hidrico quando
comparado a condicao controle (3,9 X; 1,4 X e 3,7 X respectivamente). Sabe-
se que o ABA se liga a receptores PYR/PYL/RCAR e sdo regulados
negativamente por PP2Cs e positivamente por SnRK2, esta Ultima ao ser
ativada na presenca de ABA fosforilam fatores de transcricio AREB/ABF ou
proteinas de membrana que envolvem canais i6nicos (UMEZAWA et al., 2004;
SAEZ et al., 2004; FUIJI et al., 2007; KOMATSU et al., 2009; SANTIAGO et al.,
2009b; UMEZAWA et al., 2010). Porém para que haja uma eficiéncia na
regulacdo da atividade do ABA € necessario manter o equilibrio entre sintese e
atividade do fitorménio. Assim, o aumento nos niveis da PP2C é fundamental
para que esse equilibrio ocorra. No presente estudo os niveis do gene
GmPP2C subiram 3,9 x sob DH quando comparado a condicdo controle e as
cultivares convencionais, indicando que o aumento nos niveis do transgene e
possivelmente acumulo de ABA, resultou aumento da expressdo da PP2C,
para manutencdo do equilibrio sintese/consumo do fitormonio.

Pesquisadores ao medir a atividade PP2C em extratos de tipo
selvagem e plantulas nocaute de Arabidopsis thaliana, obtiveram evidéncias de
gue o ABA aumenta a atividade da PP2C, agindo por feedback negativo da via
de sinalizacdo ABA. Este ciclo pode ser responsavel por repor o ABA na
cascata de sinalizagdo, permitindo desse modo que a célula monitore
continuamente a presenca ou auséncia de ABA (MERLOT et al., 2001). Outra
forma regulatoria, se da pela agdo do ABA em cis elementos ABRE, presentes
também na regido promotora do gene NCED3. Neste caso, o ABA atua na

expressao de AtNCEDS3 por feedback positivo.
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A quinase GmSnRK2 também teve seu nivel de expressao
aumentado em torno de 1,4X sob DH quando comparado ao controle e as
cultivares convencionais. A ativagcdo de quinases, responsaveis por fosforilar os
fatores de transcricdo ABF (bZIPs) ocorre devido ao acumulo de ABA,
resultado da percepcéo da perda de agua pelas plantas. Desta forma, ocorre a
regulacdo da expressédo de genes ABA dependentes e consequentemente da
ativacdo de mecanismo de defesa contra a seca como o fechamento
estomatico (BHASKARA et al., 2012). No entanto, no citoplasma da célula, as
qguinases podem, ainda, fosforilar canais anionicos lentos (SLAC1) ou os canais
de potassio (katl) para induzir fechamento estomético em resposta ao ABA
(UMEZAWA et al., 2010).

Também o fator de transcricio AREB1/ABF2 é fosforilado
pelas SnRK2s (FURIHATA et al., 2006). Neste estudo a expressdo de
GmAREB1 no evento 2Ha 11 foi 3,7X sob DH quando comparado ao controle e
as cultivares convencionais, corroborando a expressdo ABA dependente do
gene endogeno GmMAREBI, induzida pelo transgene inserido AtNCEDS3.
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). 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
(Kim et al. 2004). Em soja, Barbosa et al. (2012) obtiveram plantas mais
tolerantes que sobreviveram a seis dias de déficit hidrico e que trés dias apds
re-irrigacdo ndo apresentaram nenhum dano foliar. Além disso, a fotossintese
destas linhagens foi significativamente maior que da cultivar BR 16 (isolinha),
em um grau de déficit hidrico considerado severo (condutancia estomatica no
quinto dia apés tratamento de, aproximadamente, 0.1 mol H20 m? s, segundo
FLEXAS et al., 2004). Utilizando outra construcdo génica também com o gene
AREB, Leite et al. (2014) identificaram plantas transformadas com maior taxa
de sobrevivéncia (100%), melhor eficiéncia do uso da agua e maior nimero de
folhas que sua isolinha, a cultivar BR 16, sugerindo que também em soja, 0

fator de transcricdo AREBL1 esta relacionado com respostas a seca.
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Assim, os dados moleculares e fisioldgicos obtidos no presente
estudo, sugerem que expresséao diferencial dos genes analisados podem ter
promovido um controle da sintese de ABA e de sua atuacdo nas células
através de mecanismos de feedback positivo e negativo. Inicialmente o
aumento da expressao do gene AtNCEDS3, gerou compostos que clivados pela
enzima subsequente, a AAO3, resultaram na sintese e aumento dos niveis de
ABA na planta. Esse acumulo de ABA pode ter induzido o aumento da
expressdo de componentes do aparato perceptivo do fitorménio, com as
proteinas GmPP2C e GmSnRK2, que além de controlarem os niveis corretos
do fitormonio para uma atividade eficiente, atuarem sobre canais iGnicos que
auxiliam o fechamento estomatico sob DH, promoveram ainda a ativacdo do
gene downstream GMAREB1, importante fator de transcricdo de topo de
cascata génica que culmina com a expressao de varias respostas de defesa

vegetal a periodos de déficit hidrico.
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5.5 CONCLUSOES

= A construcdo génica 35S:AtNCED3 foi inserida com
sucesso no genoma da soja, via Agrobacterium tumefaciens e 2 eventos
positivos foram obtidos (2Ha 11 e 2Ha 13);

= O evento GM 2Ha 11 apresentou segregacao conforme os
padrbes mendelianos e foram identificadas de 1 a 4 coOpias do transgene; o
evento GM 2Ha 13 apresentou 1 cOpia e segregacao nao mendeliana;.

= O transgene AtNCED3 e os genes enddégenos GmAAQ3,
GmPP2C, GmSnRK2 e GmAREB1 foram mais expressos no evento GM 2Ha
11;

= O evento 2Ha 11 conservou maior volume de &gua no
substrato na condicdo de DH apresentando maior eficiéncia no uso da agua,
sugerindo um mecanismo de tolerancia a seca em funcédo da maior expressao
dos genes AtNCED3.
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