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RESUMO

Nos ultimos anos, o Brasil tem estado a frente de inumeros progressos cientificos,
gerando crescimento ndo somente no setor tecnoldgico, mas por extenséo, também
no setor econébmico. Com a producédo de soja como carro-chefe no agronegdécio
brasileiro, € imprescindivel que estratégias de engenharia genética voltadas para
tolerancia a estresses abidticos como a seca estejam entre os principais
investimentos dentro da ciéncia e tecnologia nacional. Atualmente, o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (PGMs) tem focado suas
estratégias na introducado de fatores de transcricdo (FT) que controlam inumeros
genes estresse-induzidos. O gene AREB1 € um FT com dominio bZIP e esta
relacionado a cascata ABA-dependente sob déficit hidrico. O objetivo do presente
estudo foi obter plantas de soja geneticamente modificadas com a construgéo
pBI35SQ:AtAREB1 (35S:AREBT1) e caracterizar os eventos obtidos via Southern blot
e RT-gPCR quanto ao numero de copias e expresséo relativa do transgene em
condigdes controle, além da segregacdo para a geragao Ti. Com base nos
resultados obtidos, trés eventos candidatos foram escolhidos para estudos
posteriores relacionados a tolerancia ao estresse hidrico em experimentos a serem
conduzidos em casa de vegetagcdo. Este € o primeiro estudo reportando a
modificagdo genética de soja com esta construgdo. A eficiéncia de transformagao
obtida foi de 0,75% (12 eventos positivos/1583 embrides transformados). De um
total de oito eventos confirmados como positivos e nao quiméricos, foram
selecionados os candidatos A24, A2889 e A2057, com uma ou duas, trés e inumeras
cépias, respectivamente, e diferentes expressodes relativas do transgene entre si.
Adicionalmente, uma derivacdo da férmula empregada normalmente para
metodologias de quantificagdo de numero de coépias por RT-gPCR também foi
utilizada, onde é descartado o uso de um evento previamente caracterizado com o
gene de interesse como calibrador, utilizando-se assim o préprio gene de referéncia
endogena através da formula 2C! Os resultados foram coerentes pela comparacéo
com meétodos mais tradicionais como o Southern blot. Conclui-se que a introdugao
da construcdo 35S:AREB1 em soja via biobalistica originou eventos estaveis e com
poucas copias do transgene, constituindo-se em um importante passo ndo somente
para o entendimento dessa via de sinalizacdo ABA-dependente, mas também para
desenvolver estratégias eficazes e sistémicas a curto/médio prazo na obtengao de
plantas tolerantes ao déficit hidrico.

Palavras-chaves: Estresse hidrico. AREB1. ABA-dependente. Glycine max
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containing AtAREB1 gene and analysis on ABA-dependent signalization. 2012.
101 p. Master thesis (Master in Genetics and Molecular Biology). Londrina State
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ABSTRACT

In the latest years, Brazil has being positioned ahead of many scientific progresses,
generating growth not only in the technological sector but also by extension in
economic sector. As soybean production is economy flagship, is indispensable that
genetic engineering strategies focused on abiotic stresses tolerance such as drought
to be amongst the major investment in science and national technology. Currently,
the development of genetically modified plants (GMPs) is focused on the introduction
of transcription factors (TFs) that controls numerous stress—inducible genes. The
AREB1 gene is a TF with bZIP domain and is related to the ABA-dependent pathway
under water stress. The objective of the present study was to obtain soybean plants
genetically modified with the pBI35SQ:AtAREB1 (35S:AREB1) genetic construction
and characterize these events using Southern blot and RT-gPCR regarding to copy
number and transgene relative expression under control conditions, besides
segregation study on T4 generation. Based on the results obtained, three candidate
events were chosen to be used in further studies on water deficit tolerance in
greenhouse conditions. This is the first study reporting the use of this genetic
construction in soybean. Transformation efficiency was 0,75% (12 positive
events/1.583 transformed embryos). From a total of eight positive and non-chimeric
events, three best candidate events were chosen, A24, A2889 and A2057 with one
or two, three and above ten copies, respectively, and showing different transgene
relative expression. Additionally, a derivation of the formula normally used to quantify
number of inserted copies using RT-qPCR was used, in which the use of a previously
known calibrator sample is discarded. Instead, an endogenous reference gene was
used as the calibrator through the formula 2"*“. Results from Southern blot and RT-
gPCR techniques were consistent when compared. Thus, the introduction of
pBI35SQ:AtAREB1 in soybean via biolistic generated stable events containing few
copies of the transgene. These results are important not only on the understanding of
the ABA-dependent signalling pathway but also on the development of short-term
efficient and systemic strategies to obtain soybean plants tolerant to drought.

Key—words: Water deficit. AREB1. ABA-dependent. Glycine max
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o Brasil tem estado a frente de inumeros
progressos cientificos, gerando crescimento ndo somente no setor tecnolégico, mas
por extensao, também no setor econdmico (Petherick, 2010). Dentre as politicas que
levaram nosso pais a esta posicdo de destaque, se encontra a Nova Lei de
Biosseguranga (Lei 11.105/05), que regulamenta a pesquisa e a liberagao comercial
de Organismos Geneticamente Modificados (OGMs), desde que observadas todas
as avaliagbes de risco e tomadas as devidas precaugdes de biosseguranga. Porém,
muitos pesquisadores véem a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIio), o6rgao publico que presta apoio técnico consultivo e assessoramento ao
Governo Federal na formulacao, atualizagao e implementacdo da Politica Nacional
de Biosseguranga, como um entrave na pesquisa devido ao excesso burocratico na
avaliacao e liberacdo dos OGMs, além de conflitos de interesse, processo que
resulta em uma respeitosa fatia comercial entregue nas mé&os de muitas
multinacionais. Muitos paises desenvolvidos usam a tecnologia de recombinar o
DNA de acordo com suas respectivas leis ha um bom tempo. Aliado aos resultados
dos sequenciamentos gendmicos de muitas espeécies de plantas, esses paises tém
aplicado este conhecimento na geragcdo de produtos com diversas caracteristicas
desejadas para o plantio, manejo e consumo. No Brasil, além da falta de
investimentos significativos em pesquisas que busquem explorar a nossa
biodiversidade, houve ainda uma demora consideravel na aprovacao deste tipo de
pesquisa. Nesse interim, foi e continua sendo fundamental a pesquisa basica
realizada para que se compreenda todas as alteragbes biolégicas que um transgene
desencadeia no genoma receptor, buscando principalmente avaliar os possiveis
impactos e também desmistificar e compreender as redes regulatérias pelas quais
as respostas genotipicas e fenotipicas sdo manifestadas pds alteragbes genéticas.

Apesar da soja ndo ser uma espécie nativa em nosso territorio, a
planta estda bem adaptada ao clima brasileiro, tanto que nosso pais figura como o
segundo maior produtor mundial da oleaginosa. Na safra 2010/11, a produgéao
nacional foi de 75 milhdes de toneladas (CONAB, 2011), um recorde que atende nao
somente a demanda interna decorrente da crescente producdo de carnes e do

programa nacional do biodiesel, mas também contribui favoravelmente na balancga
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comercial através do grande volume exportado do grdo, gerando de janeiro a
setembro de 2011 uma receita de US$ 20 bilhdes (MAPA, 2011).

Entretanto, apesar dos numeros positivos, fatores bidticos e
abioticos podem interferir diretamente na produtividade da cultura, provocando
perdas financeiras significativas para os produtores e para a economia do pais como
um todo. Em 2012, ja se fala em um aumento de 10% no prego da soja devido a
seca que ocorreu em parte do territério nacional, diminuindo em até 20% a
produtividade no sul do pais (CONAB, 2012). Estes valores ndo estao isolados, eles
refletem negativamente na economia mundial, pois as cotagdes na bolsa de Chicago,
referéncia para as commodities agricolas, tendem a se elevar devido a esta menor
participacdo da América do Sul nas exportagdes da soja. O Agronegdcio brasileiro é
um dos mais pujantes do mundo e possui a tendéncia de tomar a lideranga nas
exportagcdes da soja, apesar da safra 2011/2012 ter sido comprometida pela seca.
Neste contexto, € estratégico desenvolver pesquisas que busquem diminuir as
perdas de produtividade e consequentemente diminuir a dependéncia de um
mercado com precos tdo volateis como o das commodities.

No ambito cientifico, os estudos realizados devem concentrar
esforgcos na obtencado de plantas que tolerem periodos mais prolongados de 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 direcionar
suas energias de forma sistémica sob condi¢gdes ambientais de seca. A dessecacao
nos vegetais altera drasticamente seu metabolismo e fisiologia, e se ndo resultar na
morte da planta, pode reduzir significativamente a produtividade. Para responder a
este fator abidtico alguns genes sdo expressos e atuam desencadeando cascatas
génicas que tentam controlar/minimizar o dano causado pelo déficit hidrico. Assim,
diferentemente da primeira e da segunda geracdo de PGMs, que continham genes
de resisténcia a antibidticos/insetos e qualidades nutricionais modificadas,
respectivamente, uma nova estratégia designada como a terceira geracdo de
Plantas Geneticamente Modificadas (PGMs), vem sendo utilizada atualmente e
objetiva principalmente, transferir genes ja caracterizados em plantas modelos para

outras espécies de importancia agrondmica, como a soja, conferindo-lhes ganho de
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fungdes como a melhor adaptabilidade a ambientes especificos e controle do
desenvolvimento.

O fator de transcricdo AREB1 (Abscisic acid-Responsive Element
Binding protein — elemento de ligagdo responsivo ao acido abscisico), isolado de
Arabidopsis thaliana € uma proteina de ligagdo responsiva ao fitohormdnio acido
abscisico (ABA) que atua ligando-se a uma série de outros genes, promovendo sua
expresséo e levando a diversas respostas de defesa celular vegetal contra a seca. E
dentro dessa rede de interacbes que a tolerancia ao estresse deve ser melhor
estudada e compreendida. Com este foco e utilizando-se de técnicas de engenharia
genética, os pesquisadores serdo capazes de prolongar o tempo de tolerancia ao
déficit hidrico e a eficiéncia da resposta vegetal para que as plantas possam se
adaptar as mudancas climaticas e se recuperar quando uma nova precipitagao
ocorrer, restaurando assim, uma condicao metabdlica ideal para dar continuidade ao
seu desenvolvimento e reduzindo perdas de produtividade final.

As respostas moleculares das plantas aos estresses abidticos tém
sido constantemente descritas na literatura cientifica como um processo complexo
baseado principalmente, na modulacdo da atividade transcricional de genes
estresse-relacionados (Mazzucotelli et al., 2008) e nas suas interagcbes com outras
vias de sinalizacdo. Assim como as modificacbes em nivel de RNAs, a fosforilagao
de proteinas e outras modificacbes pos- e co-traducionais regulam a ativagédo de
moléculas e genes nativos para assegurar a agao da resposta ao estresse. Estudos
recentes revelaram que muitos genes em Arabidopsis sao up regulados por AREB1
em resposta a seca, alta salinidade e aplicacao de ABA, e os dados mostram que a
proteina AREB1 pdés-fosforilamento pode mediar a expressao temporal e espacial de
genes ABA- e estresse-hidrico-responsivos, conferindo maior tolerancia a
dessecacéo (Fujita et al., 2005; Furihata et al., 2006; Yoshida et al., 2010).

Diante do apresentado e, dentro do contexto cientifico atual que
busca novas alternativas para amenizar os prejuizos decorrentes da seca, este
trabalho objetivou a obtencao de plantas de soja geneticamente engenheiradas com
a construcdo pBI35SOQ:AtAREB1 (35S:AREB1) e a caracterizagdo dos eventos
obtidos via Southern blot e RT-gPCR quanto ao numero de copias e expressao
relativa do transgene em condi¢des controle, além da segregagao do transgene para

a geracao Ty.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A SOJA, 0S ESTRESSES ABIOTICOS E A ENGENHARIA GENETICA

Considerada fonte de proteinas, macronutrientes, minerais e outros
metabdlitos secundarios como isoflavonas (Sakai; Kogiso, 2008) e fitoestrogenos
(Ososki; Kenelly, 2003), a soja (Glycine max (L.) Merril) € um grdo importante na
dieta de grande parte da populagdo mundial. Nos ultimos anos, o consumo de
produtos a base de soja aumentou significativamente em razao dos efeitos benéficos
do grédo como a diminuigdo do colesterol, a prevengdo do cancer, diabetes e
obesidade (Friedman; Brandon, 2001). A demanda pelo gréo também reflete seu uso
crescente na produgao do biodiesel (Pimentel; Patzek, 2008).

Apesar de nao ser uma espécie endémica no territorio nacional, este
grao estda bem adaptado ao clima do Brasil, tanto que nosso pais figura como o
segundo maior produtor mundial da oleaginosa. A produtividade e a distribuicdo
espacial de importantes culturas podem ser severamente limitadas pelas restricoes
ambientais, impostas por fatores bidticos e abidticos aos quais os vegetais estéo
sujeitos. Com a sojicultora nao é diferente, fatores abidticos como a alta salinidade,
a seca e as temperaturas extremas afetam frequentemente a produgdo do gréo,
tornando a produtividade muito variavel de ano para ano. Na safra 2010/11,
quebrando um recorde nesse setor, a producdo nacional foi de 75 milhdes de
toneladas, um volume que representou um acréscimo de 9,2% ou 6,30 milhdes de
toneladas a producao obtida na safra anterior (CONAB, 2011). Segundo a CONAB,
foi o fator climatico que favoreceu a produgdo. Porém, a histéria para a safra
2011/2012 sera bem diferente. O fator que ajudou a safra anterior vai ser o mesmo
que prejudicara a nova safra. Estimativas da CONAB em janeiro de 2012 projetam
um aumento de 10% no pregco da soja devido a seca que ocorreu em parte do
territério nacional, diminuindo em até 20% a produtividade no sul do Brasil.

Plantacdes afetadas por periodos de déficit hidrico podem ter sua
produtividade reduzida em até 40% (Tran et al., 2010). E esta ndo é apenas uma
preocupacao nacional, pois globalmente, areas atingidas pela seca estdo se
expandindo e a expectativa futura é que este problema aumente muito nas proximas

décadas (Burke et al.,, 2006), em decorréncia, principalmente, das mudancgas
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climaticas globais. Em um estudo com simulagdes multiplas, Jaggard et al. (2010)
estimaram que por volta de 2050, quando a populagdo mundial somara cerca de 9,1
bilhdes de pessoas, a concentracdo de CO, no ar sera de 550 ppm (partes por
milhdo), a concentragdo de O; sera de 60 ppb (partes por bilhdo) e a temperatura
global sera em média 1,8°C maior que a atual. Estes dados sugerem que a fisiologia
das plantas sera afetada em menor ou maior escala, sem considerar outras diversas
variaveis que também devem ser relevantes, como a diminuicdo das precipitacoes
pluviométricas. Também fruto das mudangas climaticas, a desertificagdo de areas
plantadas adiciona mais um ingrediente significativo dentro desta problematica. Em
outro estudo, pesquisadores da Embrapa Informatica Agropecuaria (CNPTIA) e da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) mostraram que o café, o arroz, o
feijdao, o milho e a soja terdao suas areas aptas ao cultivo reduzidas praticamente pela
metade, assim que a temperatura média da Terra estiver 5,8°C acima da atual.
Segundo os pesquisadores, o aumento da temperatura alterara o regime de chuvas,
de evaporagao da agua e da transpiragao das plantas. Ou seja, inumeras previsdes
cientificas tracam um cenario onde a populagdo mundial tera aumentado
significativamente, assim como a necessidade de produzir mais para atender a
demanda por alimentos. Ainda neste panorama desfavoravel, os pesquisadores
terdo que lidar com estresses bidticos e abidticos mais severos interferindo
diretamente na producgdo, e isso em uma area de plantio ja sofrida, diminuta e
desgastada. Cabe ressaltar que tanto as plantas fotossintetizantes C3 (como é o
caso da soja) quanto as C4 devem sofrer os efeitos bioquimicos, fisiologicos e
agronémicos, ainda que de forma um pouco diferente entre si (Pimentel, 2011). Para
a soja, por exemplo, o aumento do CO; na atmosfera causaria um aumento da
fotossintese e biomassa nas plantas, em contrapartida, o aumento do O3 anularia
esse efeito benéfico do CO,, levando a perdas significativas nessa cultura
(Chameides et al., 2004; Fuhrer, 2009), que somados aos efeitos nocivos de secas
mais frequentes e de altas temperaturas, deverdo, em conjunto, reduzir a
produtividade de varias outras culturas de 10% a 30% nas regides tropicais (Long et
al., 2006), se ndo mais.

Neste contexto, o uso de diferentes estratégias como a biotecnologia
aplicada no campo, o screening de germoplasmas para caracteristicas associadas

com tolerancia a seca (raizes fibrosas, quantidade de raiz, etc) e a engenharia de
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tragos genéticos das grandes culturas que alimentam a populacédo serdo de grande
importancia para o futuro, quando sera necessario produzir mais em areas cada vez
menores. Estratégias de manejo como plantio direto, irrigagdo (quando disponivel e
considerando-se o0 custo), adubagdo e outras formas de gerenciar o
desenvolvimento das culturas devem estar aliadas ao uso de PGMs mais tolerantes
as adversidades ambientais. Dentre as varias estratégias biotecnologicas aplicadas
em diversas culturas nos ultimos anos e que se encontra em fase de testes para
prova de conceito esta o uso do fator de transcricdo DREB (Dehydration Responsive
Element Binding — Elemento de ligagdo responsivo a desidratagdo) ou CBF (C-
repeat Binding Factor — Fator de ligagdo a repeticbes C). Este fator se liga a varios
genes ABA-independentes que respondem a seca conferindo tolerancia ao estresse
abidtico através da ativacdo de um conjunto de vias responsivas que juntas
produzem adaptagdes fisioloégicas/moleculares que permitem as células vegetais se
adaptarem as situagcdes ambientais desfavoraveis (Hussain et al., 2011).

Na natureza, os vegetais apresentam adaptagcbes ou respostas
fisiologicas diferentes aos periodos de seca, dependendo do tempo (rapido ou lento),
da intensidade e da duragdo da desidratacdo. O efeito da deficiéncia hidrica na
producao depende ainda da época de ocorréncia, de sua severidade, do gendétipo da
planta e do estagio de desenvolvimento vegetal. Porém, nem sempre o gendtipo da
planta confere respostas prolongadas ao estresse. A chave para se obter sucesso
no melhoramento de culturas sob restricobes ambientais € entender melhor as
mudangas celulares, bioquimicas e toda a maquinaria molecular que participa das
respostas ao estresse. O desenvolvimento de plantas geneticamente engenheiradas
mais resistentes a insetos, com maior concentracdo de metabdlitos ou mais
tolerantes a diversos estresses ambientais (como o caso do DREB), tem ajudado
muito na compreensao dos mecanismos pelos quais a evolugao preparou diversas
espécies vegetais para se adaptarem e sobreviverem em ambientes hostis. Porém
essa adaptacao nao foi simples, visto que muitos genes estdo envolvidos nesta rede
de regulagao. O fator de transcricdo AREB é apenas uma das pecas regulatorias
que ativam essa cascata de expressao de genes responsivos aos estresses. Através
das técnicas de recombinagdo do DNA, que permitem a insergcdo de genes
exdgenos de resposta a diversos estresses no genoma de uma planta selvagem os

pesquisadores podem observar comparativamente as respostas dessas PGMs e das
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plantas selvagem (sem modificagdo genética), frente a determinados tratamentos de
condigbes de estresse e assim avaliar se efeitos pleiotrépicos e/ou deletérios
interferirdo na resposta adaptativa da planta. Para se obter uma PGM, os métodos
de transformacgado genética mais usados atualmente sdo por transferéncia indireta

(mediada por Agrobacterium tumefaciens) ou por transferéncia direta (Biobalistica).

2.1.1 Método de Transformacgao de Plantas Via Biobalistica

Devido a importancia econdbmica dos produtos a base de soja
obtidos pela engenharia genética, grandes esforcos tém sido direcionados né&o
somente para sua obtengdo mas também no desenvolvimento de um sistema que
regenere plantas férteis pods-transformacdo, uma das principais limitagcbes das
técnicas de transformacéo atualmente disponiveis. A principal vantagem para o
melhorista do uso da tecnologia dos transgénicos, além da maior rapidez de
obtencdo, é a possibilidade de transferéncia de caracteristicas (genes) de plantas
nao relacionadas (ou seja, um gene de planta para planta, sexualmente
incompativeis) ou mesmo de animais e microorganismos. No melhoramento
convencional, a troca de genes esta limitada somente a espécies que sao
sexualmente compativeis.

Desde os trabalhos de Hinchee et al. (1988) e McCabe et al. (1988),
quando foram obtidas as primeiras plantas de soja transgénicas por transformacgéao
via Agrobacterium e biobalistica, respectivamente, o sistema baseado em
aceleracdo de microparticulas revestidas com o DNA exdgeno, apesar de estar
sendo gradualmente substituido pela transferéncia indireta, ainda € uma alternativa
muito utilizada na obtencdo de diversas culturas GMs. No Brasil, por exemplo,
existem cinco aprovagdes comerciais liberadas de soja com modificagdes genéticas,
sendo quatro delas obtidas via biobalistica (CTNBio, 2011). Isso se deve
principalmente ao fato da biobalistica ser uma metodologia gendétipo-independente e
mais versatil para a obtencao de PGMs (Altpeter et al., 2005).

Ambas as técnicas apresentam vantagens e desvantagens e a
escolha da metodologia de transformagédo deve considerar os objetivos de cada
experimento em particular. Por exemplo, através do método de biobalistica é

possivel transferir 0 cassete de expressdao minimo sem que nenhum vestigio do
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vetor seja inserido junto durante o bombardeamento (Breitler et al., 2002; Loc et al.,
2002; Romano et al., 2003; 2005). Sabe-se também que o numero de cbpias
inseridas por Agrobacterium €& menor, caracteristica desejada para estudos de
expressao génica e para o acréscimo de tragos vantajosos. Entretanto, quando se
considera a integracdo do(s) transgene(s), independente do método utilizado, o
processo parece ser randémico, dependendo do sitio da inser¢cdo no genoma e do
background genético do hospedeiro, assim como da interagdo do genoma receptor
com o gene exdgeno (Altpeter et al., 2005). Existe ainda para a transformacéo
genética em soja, uma outra abordagem chamada de sistema de transformacéao
integrado Agrobacterium - biobalistica (Droste et al., 2000), combinando vantagens
de ambos os protocolos. Porém esta metodologia trabalha com embrides somaticos,
processo relativamente complicado para adaptagdes de protocolo a curto prazo.

Em resumo, no Brasi, o sistema de transformagdo Vvia
Agrobacterium em soja ainda € limitado, requerendo otimizagdes para se tornar uma
técnica eficiente, rapida e reproduzivel em qualquer variedade. Assim, 0 uso da
transferéncia direta de genes de interesse via biobalistica elimina alguns problemas
encontrados em outros sistemas de transformagéo genética e consiste basicamente
em um processo fisico de aceleragao de microparticulas desenvolvido por Sanford e
colaboradores (1987), que insere o DNA de interesse envolto em pequenas
particulas de metal (ouro ou tungsténio) em células ou tecidos alvos. As particulas
sdo aceleradas através de equipamentos diversos, com pressao de gas ou descarga
elétrica, e atravessam a parede celular e a membrana plasmatica. Quando as
particulas recobertas de DNA entram em contato com as organelas celulares e com
0 nucleo da célula vegetal, o liquido celular carreia as particulas deixando livre o
material genético, que pode entdo ser incorporado, ao acaso, N0OS CromosSsSOmMos
tornando-se parte do material genético da célula receptora, e sendo transmitido

adiante pos-fecundagéo, para a geragao seguinte.
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2.1.2 Caracterizacdo Molecular de PGM’s
2.1.2.1 Técnicas para quantificagdo do transgene inserido

Para que o sucesso no processo de obtengdo de uma PGM ocorra,
depois de inserido no genoma hospedeiro, o transgene deve ser expresso. Isto
depende essencialmente, do local de inser¢édo e da posigéo (isoladas, em tandem,
rearranjos, duplicagdes, etc) e quantidade de cdpias inseridas. Atualmente uma das
técnicas mais utilizadas para a quantificacdo inicial do numero de coépias de um
transgene inserido em um genoma qualquer é a Reacao da Polimerase em Cadeia
quantitativa em Tempo Real (RT-gPCR). Considerando-se que geralmente os
trabalhos sédo desenvolvidos com muitos eventos, esse seria um método para
realizar um screening inicial dos eventos gerados e assim continuar a pesquisa com
eventos contendo um menor numero de copias inseridas.

Dentre as metodologias disponiveis para realizar a reagédo de RT-
gPCR, os ensaios com TagMan (Holland et al., 1991) sdo considerados os de maior
confiabilidade, pois utilizam uma sonda de DNA fluorescente que se hibridiza a
sequéncia alvo entre os primers forward e reverse especificos garantindo uma
eficiéncia de aproximadamente 60% de anelamento e amplificagdo do gene alvo.
Outra metodologia muito utilizada é o uso do agente intercalante SYBR Green®. Este
fluoréforo (dye) intercalante possui alta afinidade pela molécula de fita dupla de
DNA, emitindo pouca fluorescéncia em solugdo, mas quando ligado ao DNA fita
dupla emite um forte sinal (luz). Assim, com o acumulo do produto amplificado na
PCR, a fluorescéncia aumenta proporcionalmente e é entdo detectada. E um método
simples e econbmico, pois ndo necessita da sintese de sondas especificas; e
bastante pratico e sensivel, podendo ser utilizado em laboratoério para analise de um
grande numero de genes.

Para o calculo da quantificagdo da expressao génica por RT-qPCR,
pode-se optar pela quantificagao absoluta através de curvas-padrédo, que determina
0 numero exato de moléculas ou copias do fragmento alvo; ou pela quantificacéo
relativa pelo método comparativo Ct (22 ou 2“'), normalmente utilizado para

quantificacdo dos niveis de expressao génica.
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Para determinar o numero de codpias do transgene através da
quantificacao relativa, o gene alvo € comparado ao numero de cépias de um gene
endoégeno que tem seu numero de copias na espécie em estudo determinado e,
preferencialmente, que apresente baixo numero de cépias. Deste modo, o numero
de copias do gene alvo é determinado em relagdo a um gene enddégeno que pode
funcionar como proéprio calibrador na prépria amostra, ou ainda utilizar uma amostra
nao transgénica como calibradora (Marcelino, 2006). O ponto que detecta o ciclo no
qual a reagao atinge o limiar da fase exponencial € denominado de Cycle Threshold
(Ct) e determina o ponto exato da emissao de fluorescéncia, que gera um sinal que
aumenta na proporcao direta da quantidade de produto da PCR. A emissao da luz
pelos compostos fluorescentes (moléculas que absorvem e emitem luz em
comprimento de onda especifico) geram valores de fluorescéncia que sao gravados
durante cada ciclo e representam a quantidade do produto amplificado. Os
compostos fluorescentes mais utilizados para esta metodologia sao o intercalante
SYBR Green® e a sonda de hidrolise TagMan® (Novais et al., 2004).

Apesar da técnica de RT-gPCR determinar o numero de copias de
forma precisa, o procedimento ndo € a prova de erros. Dessa forma, seu uso deve
ser visto como complementar - ao invés de em substituicdo - a outros métodos
convencionais de analises, como a técnica de Southern blot (Southern, 1975). Feito
o0 screening inicial via RT-gPCR, os resultados obtidos para os eventos testados
devem ser entdo validados pelo método de Southern. Esta técnica permite de fato
que o(s) transgene(s) inserido(s) se hibridize(m) com uma sonda de DNA
complementar. Utilizando esta técnica ainda € possivel discorrer a respeito de outras
informagdes como a zigosidade do evento assim como o tipo da insergao (cépias em
tandem, duplicagbes, rearranjos), uma vez que as bandas obtidas apds a revelagéo
podem nao ser correlatas ao esperado e também aos dados obtidos via RT-qPCR,

principalmente se houver rearranjos.

2.1.2.2 Método comparativo ACt para quantificagdo relativa da expressdo do gene

de interesse

A quantificagcédo relativa pode ser realizada pelo método da curva

padrdo ou empregando a férmula 22C |nicialmente, é necessario que se valide o
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experimento para demonstrar que as eficiéncias de amplificagdo do alvo e da
referéncia interna sejam préximas. Isto deve ser realizado para qualquer tipo de
quantificagcdo em PCR em tempo real (Livak; Schmittgen, 2001). Com isso, utilizando
esta formula pode-se inferir a quantidade do gene alvo, normalizada para uma
referéncia enddégena e em relagéo ao calibrador. O calibrador pode ser uma amostra
alvo previamente caracterizada com uma copia do gene homozigota (ou duas cépias
alélicas), ou o proprio gene endogeno usado para normalizagédo, descartando assim
o uso de um calibrador conhecido. Desta ultima forma, o numero de copias do gene
alvo é determinado em relagdo ao gene enddgeno que funciona como proprio
calibrador nas amostras (Marcelino, 2006). Logo, nao se usa o AACt, mas sim o ACt,
uma derivacao da formula inicial de Livak e Schmittgen (2001).

Pode-se também verificar a expressdo do transgene pela
metodologia de Northern blot, indicado principalmente para tratamentos sob
diferentes niveis de estresses nas plantas geradas, ou como uma técnica

complementar.

2.1.3 Analises Quanto a Insercao, Transmisséo e Estabilidade do Transgene

2.1.3.1 Numero de cépias e zigosidade

O numero de copias inseridas do transgene pode ser definido como
o numero de inserto(s) do DNA exdgeno no genoma hospedeiro (planta
transformada). Se o fragmento exdgeno se inserir apenas uma vez em um J/ocus
simples do genoma, este € considerado um evento transgénico de copia unica.
Porém, este conceito de cdpias pode ser um pouco confuso se considerado que ele
€ também muito correlato a outro conceito, a zigosidade. Além disso, existe a
possibilidade da insergdo de copias em tandem (truncadas ou completas) do gene
exdgeno. Apos a autofecundagédo e segregacao, se essa simples insergéao/copia
existir como dois alelos idénticos nos cromossomos homodlogos do organismo
receptor, esta seria uma linhagem GM homozigota com duas coépias alélicas do
transgene (provindas de um inserto), geralmente dito como uma copia. Se por outro
lado existir uma coépia simples em apenas um dos cromossomos homologos, seria

uma linhagem hemizigota (apenas uma coépia do alelo) com uma cépia alélica do
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transgene, também dito como uma cépia. Comumente encontramos o termo copia
na literatura sem distingdo da zigosidade do organismo, o que pode induzir muitos
erros de interpretagao real do numero de copias presentes em seu genoma. Deve-se,
portanto, conhecer a zigosidade do evento ou pelo menos ter uma estimativa pela
analise da proporgao da segregacgao e/ou dados de Southern blot ou RT-gPCR para
se inferir com mais convicgdo quantas copias realmente o organismo engenheirado
poSsui.

Nao existe uma classificagdo para esta abordagem, sendo que neste
trabalho decidimos adotar os termos copia e inserto independente se o transgene
esta completo (com a construgao inteira) ou ndo. Esse dado pode ser obtido pelas
amplificagdes via PCR previamente a etapa de calculo do numero de copias, caso
os primers estejam desenhados dentro do cassete de expressdo. Na geragéo
transformada, inclusive, ambos os termos possuem o mesmo significado, visto que
somente um dos alelos se integrara no genoma hospedeiro. Dessa forma, tanto o
numero de coépias quanto a zigosidade sao conceitos importantes em estudos
genéticos que buscam caracterizar a fungdo génica (Yuan et al., 2007), sendo
essenciais para entender o comportamento do gene inserido assim como sua

transmissao para as geracdes posteriores.

2.1.3.2 Integracao, heranga e silenciamento

A integracdo do transgene em um locus Mendeliano simples,
independente do numero de cépias € frequentemente observada tanto em
transformacgdes diretas quanto indiretas. Multiplas cépias completas e/ou parciais do
transgene herdadas com tragos Mendelianos digénicos ou multigénicos também
foram observados. Entretanto, a segregacao ndo-Mendeliana ocorre entre 10 a 50%
das linhagens GMs obtidas, devido tanto a transmissé&o instavel do transgene como
também a sua baixa expresséo génica (Yin et al., 2004). Apesar de multiplas cépias
do transgene possivelmente serem integradas, elas geralmente co-segregam como
um locus transgénico. Ou seja, eles geralmente se integram em loci muito préximos
ou no mesmo locus (Pawlowiski & Somers, 1996).

Devido ao fato do locus transgénico ser hemizigoto na planta

transformada e a maioria dos transgenes de interesse promoverem um ganho de
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funcdo nas plantas, eles se comportam como genes dominantes € uma proporgao
de segregacao de 3:1 do transgene para o tipo selvagem é normalmente esperado
em plantas dipléides e polipldides diploidizados, como € o caso da soja.

Fatores que modificam a expressao do transgene irdo obviamente
refletir na distor¢do da proporcéao de segregacéao. Plantas transgénicas derivadas de
bombardeamento de microparticulas tendem a apresentar multiplas copias (Romano
et al., 2005), o que pode tornar a inser¢gao um pouco instavel e levar a perda ou ao
silenciamento desses genes inseridos. Embora n&o esteja totalmente compreendido,
0 mecanismo de silenciamento génico pode ocorrer pelo bloqueio da transcrigao
(TGS — Transcriptional Gene Silencing — Silenciamento génico transcricional), pela
degradagdo do mRNA (PTGS - Post-Transcriptional Gene Silencing — Silenciamento
génico pos-transcricional), e ainda possivelmente por outras formas de
silenciamento (Reedy et al.,, 2003). O TGS é herdado meioticamente e esta
correlacionado com modificagbes no DNA como mudancgas locais na estrutura da
cromatina (Wallrath, 1998) e/ou pela hiper-metilagdo dos promotores dos genes
silenciados (Ng; Bird, 1999). Diferentemente, PTGS n&o é herdado pela meiose e
precisa ser reestabelecido em cada geragcdo. Acredita-se que o PTGS seja um
mecanismo de defesa celular ancestral contra transgenes, virus (VIGS - Virus-
Induced Gene Silencing — Silenciamento génico induzido por virus) e transposons,
que ocorre no citoplasma e esta associado ao aparecimento de fragmentos
especificos de RNA de baixo peso molecular, os siRNAs (Small Interference RNAs —
pequenos RNAs de interferéncia) (Hamilton; Baulcombe, 1999; Zamore, 2001). Os
siRNAs s&o guiados pelas proteinas ARGONAUTAS (ARGONAUTE-like) que
servem como componentes centrais de um complexo chamado complexo de
silenciamento RNA-induzido (RISC — RNA-induced silencing complex) que utiliza os
pequenos RNAs como guias para o silenciamento de sequéncias especificas de
RNA mensageiro complementares as sequéncias dos siRNAs, induzindo
enzimaticamente a degradagdo do mRNA ou impedindo sua tradugao (Baulcombe,
2004; Jinek; Doudna, 2009). Todos estes mecanismos de silenciamento podem, no
entanto, serem um pouco mais complicados. Fagard e Vaucheret (2000)
demonstraram a ocorréncia de uma variacdo enorme de mecanismos através dos
quais o transgene pode levar ao TGS ou PGTS, sendo ele mesmo alvo e/ou fonte do

silenciamento.
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Alguns estudos demonstraram também que a metilagdo do DNA e a
estrutura da cromatina tem um papel importante no silenciamento transcricional e
pos-transcricional. Nesta forma de silenciamento, a regido promotora e, as vezes, a
regido codante dos transgenes silenciados apresentam-se densamente metiladas
(Kooter et al., 1999). Plantas de Arabidopsis mutantes para o gene da proteina
DDM1, que participa na remodelacdo da cromatina, n&o apresentaram o
silenciamento génico, indicando um possivel papel da metilagdo do DNA e da
estrutura da cromatina no estabelecimento e na manutencdo do PTGS
(Wassenegger, 2000).

A eliminagao do transgene € um fenbmeno fortemente associado a
transmissao fiel do mesmo, entretanto, foi pouco estudada em plantas transgénicas
comparado com outros fenbmenos como o silenciamento (Waterhouse & Helliwell,
2003).

2.2 DA PERCEPCAO DA SECA AS RESPOSTAS MOLECULARES, FISIOLOGICAS E
ANATOMICAS DECORRENTES DA EXPRESSAO GENICA

Por ser um organismo séssil, as plantas ndo podem fugir de um
ataque de parasitas ou de uma situacédo de estresse ambiental. O desenvolvimento
de mecanismos morfologicos, anatémicos, fisiolégicos, bioquimicos e moleculares
durante a evolugdo foi a principal defesa vegetal a estes desafios, e sabe-se
atualmente que estas respostas sao resultado de uma rede bastante complexa com
caracteristica poligénica. Quando uma planta € submetida a um estresse abidtico,
por exemplo, um grande numero de genes séo ativados e expressos, resultando em
um acumulo nos niveis de muitos metabdlitos e proteinas, alguns dos quais
responsaveis por conferir um grau maior de protecdo ao estresse imposto
(Bhatnagar-Mathur et al., 2008). Essa € uma caracteristica relevante quando se
pensa em estratégias de engenharia genética, visto que pode se tornar uma barreira
nas respostas da planta engenheirada. Ou seja, uma PGM deve possuir um nivel
adequado de expressdo do transgene, sem que isso interfira em outras vias
metabdlicas como as vias de crescimento e produtividade. Além disso, devem
promover a expressao conjunta de outros genes da mesma cascata, ativando redes

regulatorias pertinentes as defesas contra o estresse.
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Dentre os estresses abidticos, a condicdo de seca desencadeia
entre outras respostas vegetais, a producao do fitohorménio acido abscisico (ABA),
que se liga a regides especificas nos promotores de genes estresse-relacionados,
induzindo sua expressao. Muitos genes induzidos por seca sédo induzidos também
por tratamento com ABA exdgeno, enquanto outros ndo sao ativados pelo hormdnio.
De fato, existe a presenca de dois sistemas regulatérios gerenciando a expressao
génica ativada pela seca: a via ABA-independente e a via ABA-dependente
(Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Os elementos regulatorios cis atuantes e
frans atuantes presentes em ambas as vias ja foram analisados em niveis
moleculares, e estdo divididos em cerca de seis vias de transdugao de sinais em
resposta aos estresses hidrico, salinidade e baixa temperatura: trés vias sao ABA-
dependentes e trés vias sdo ABA-independentes. Na via ABA-dependente, os
fatores de transcricdo AREBs/ABFs (Abscisic acid-Responsive Element Binding
proteins/ ABRE-Binding Factors — elementos de ligagdo responsivos ao ABA/ fatores
de ligagdo ao ABRE) possuem um dominio Ziper de leucina basico (bZIP) envolvido

neste processo (Figura 1).

Fig. 1 — Redes de regulagao transcricional dos sinais de estresse abidtico e
expressao génica.
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Existem cerca de seis vias de transducao de sinais em resposta aos
estresses hidrico, salinidade e baixa temperatura: trés vias sdao ABA-dependentes
(em azul) e trés s&do ABA-independentes (em vermelho). Na via ABA-dependente, os
ABREs (ABA-Responsive Elements — Elementos ABA responsivos) funcionam como
o elemento cis ABA-responsivo. Os AREB/ABFs sao os fatores de transcricdo com
dominio Ziper de leucina basico (bZIP) envolvidos neste processo. Em vermelho, via
de resposta aos estresses de seca, alta salinidade e frio, ABA — independente.
Adaptado de Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki (2007).

De modo geral, as respostas resultantes destas vias de percepgao
se apresentam divididas em trés grupos: escape, evasao e tolerancia a seca (Turner
et al.,, 2001). Na figura 2 estdo representados alguns mecanismos fisiologicos e

fenotipicos observados na soja quando submetida a condi¢des de deficiéncia hidrica.

Fig. 2 — Caracteristicas fisiologicas e anatdbmicas associadas a tolerancia a seca em
soja. ABA, Acido Abscisico; EROs, Espécies Reativas de Oxigénio.
Adaptado de Manavalan et al. (2009).
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Existem cultivares de soja melhoradas convencionalmente capazes
de “fugir’ da seca, ou seja, esse genotipo é capaz de escapar da insuficiéncia hidrica
antes dela acontecer, simplesmente acelerando, encurtando e completando seu
ciclo de vida (estagio reprodutivo) enquanto ainda ha disponibilidade de agua

(Heatherly & Elmore, 2004). Um segundo mecanismo de resposta vegetal ao déficit
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hidrico é a evasao da seca, que envolve a estratégia de manter niveis altos de agua
durante periodos de estresse, seja pela maior eficiéncia na absor¢cao d’agua pelas
raizes ou pela reducdo da evapotranspiracdo das partes aéreas. O terceiro
mecanismo, tolerancia a seca, permite a planta manter seu turgor e continuar seu
metabolismo mesmo em baixo potencial hidrico, estratégia alcangada pela tolerancia
protoplasmica através da sintese de osmolitos, osmo-protetores ou solutos
compativeis (Nguyen et al., 1997; Mitra, 2001), sendo que grande parte dessas

respostas sdo mediadas pelo ABA.

2.3 O VERSATIL HORMONIO AciDo ABSCisICO

O fitohormdnio acido abscisico (ABA) é o regulador central da
tolerancia a estresses abidticos em plantas, coordenando uma complexa rede
regulatéria que possibilita as plantas a sobrevivéncia em condi¢gdes de baixa
disponibilidade de agua (Cutler et al., 2010; Kim et al., 2010). O ABA também tem
papel importante durante o desenvolvimento da planta, incluindo fases embrionaria e
germinativa, e na dorméncia de sementes (Finkelstein et al., 2008). Na fase
germinativa (na desidratagao celular durante a maturagao de sementes) e também
na fase de crescimento vegetativo, ocorre a indugédo para a sintese e acumulo de
ABA enddégeno, que controla um grande numero de genes envolvidos na
desidratacdo e no crescimento. A expressdo desses genes € regulada
principalmente por duas familias de proteinas bZIPs, ABI5 nas sementes e AREBs
no estagio vegetativo (Fujita et al., 2011). O hormdnio também controla as respostas
para estresses osmoticos durante o desenvolvimento, e ainda esta envolvido na
expressao de genes ligados ao ritmo circadiano e condi¢des de luz, acumulando nas
células vegetais em um padrao diurno, dependente de luz (Novakova et al., 2005).

Sob condi¢cdes de seca ou estresse salino, o conteudo de ABA na
planta aumenta significativamente estimulando o fechamento estomatico, mudancas
na expressdao de genes regulados pelo ABA como proteinas envolvidas na
embriogénese tardia (proteinas LEA — Late Embryogenesis Abundant); proteinas
regulatorias diversas como os fatores de transcricdo, proteinas quinases e
fosfatases; uma variedade de transportadores; e enzimas envolvidas na sintese

osmoprotetora, sinalizagdo fosfolipidica, metabolismo de acidos graxos,
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metabolismo celular, metabolismo de carboidratos e metabolismo secundario;
mecanismos que aumentam a capacidade do vegetal em tolerar condigcbes de
estresse hidrico (Seki et al., 2007; Cutler et al., 2010; Kim et al., 2010). Assim, dada
a importancia do ABA no desenvolvimento e fisiologia da planta e nas respostas
vegetais a estresses ambientais, o entendimento dos processos que compreendem
desde a transdugcdo de sinais do horménio até os mecanismos de repostas
desencadeados por ele sao foco de muitas pesquisas basicas e avancadas, tanto

para o ABA intra- como intercelular (Umezawa et al., 2010).

2.3.1 Avancos Recentes na Pesquisa da Via de Sinalizagao ABA-Dependente

Antes de 2009, o conhecimento celular e molecular das respostas
basicas do ABA era bastante incompleto. Nesta época, alguns fatores relacionados
ao horménio ja haviam sido identificados (Cutler et al., 2010), como FCA, Ch1H, G-
Protein-Coupled receptors (GCR2, GTG1/2) e Mg-chelatase (ABAR), no entanto
restava saber como eles regulavam as respostas do ABA nas plantas. Essa situagao
mudou gragas a alguns trabalhos recentemente publicados, que proporcionaram um
grande salto no entendimento do modelo da via de sinalizacdo do ABA. Esta
elucidacao deu-se por dois grandes avancgos: (l) a descoberta das proteinas START
PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin resistance 1 | Pyrabactin resistance 1-like | Regulatory
Component of ABA Receptor 1) como um novo tipo de receptor soluvel do ABA (Ma
et al., 2009; Park et al., 2009); e (ll) a identificacdo de um complexo de proteinas
fosfatase-quinase, PP2C - SnRK2 (type 2C protein phosphatase — SNF1-related
protein kinase 2), como componentes downstream de PYR/PYL/RCAR (Umezawa et
al., 2009; Vlad et al., 2009). Finalmente, estudos estruturais comprovaram
inteiramente este modelo (Melcher et al., 2009; Miyazono et al., 2009; Nishimura et
al., 2009; Santiago et al., 2009; Yin et al., 2009).

2.3.2 Mecanismos Centrais da Sinalizagado ABA-Dependente
Alguns estudos paralelos no ano de 2009 indicaram um sistema de

regulagéo duplo-negativo na sinalizagdo do ABA, composto de 4 estagios principais:
proteinas START (PYR/PYL/RCAR), proteinas fosfatases (PP2C), proteinas
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quinases (SnRK2) e seus alvos downstream (Fujii et al.,, 2009; Umezawa et al.,
2009). Neste modelo, as PYR/PYL/RCARs agem como receptores do ABA, as
PP2Cs como reguladores negativos da via, e as SnRK2s como reguladores positivos
da sinalizacado downstream (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Uma via regulatéria
duplo-negativa foi assim estabelecida, onde as proteinas START PYR/PYL/RCAR se
ligam ao ABA inibindo a atividade da fosfatase PP2C, e as PP2Cs inativam as
SnRK2s (Park et al., 2009; Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 2009). Na auséncia de
ABA, as PP2Cs sao ativadas e repreendem a atividade das SnRK2 e a posterior
sinalizagcao downstream. Na presenca de ABA, as PYR/PYL/RCARs interagem com
as PP2Cs e inibem a atividade da fosfatase, permitindo a ativagao da SnRK2, que
fosforila suas proteinas alvos (Figura 3), como o fator de transcricdo AREB1, que
esta localizado no meio da cascata de resposta dependente do ABA. AREB1
também é alvo de outras proteinas quinases. Esse novo modelo de sinalizagao
respondeu muitas duvidas, entretanto constitui a base para que se realizassem

novos questionamentos, pois ainda ha muito a ser esclarecido.

Fig. 3 — Via de sinalizacdo ABA-dependente minima.
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a) Na auséncia de ABA, a fosfatase PP2C esta livre para inibir a autofosforilagdo da familia de
quinases SnRKs. b) A presenca do ABA permite que a familia de proteinas PYR/PYL/RCAR se ligue
e sequestre a fosfatase, que deixaria de se ligar as quinases. A quinase deixa de ser 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 (ABREs) (Sheard;
Zheng, 2009).
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2.4  PROTEINAS BZIPS E 0S FATORES DE TRANSCRICAO AREBS/ABFS

Durante seu ciclo de vida, as plantas podem enfrentar muitos
estresses abidticos e uma das estratégias moleculares vegetais para se adaptarem
melhor as condigbes ambientais adversas € a regulagéo da expressao de um grande
nuamero de genes responsivos aos estresses. Estudos recentes confirmaram que
algumas classes de fatores de transcricdo com dominios ziper de leucina basico
(bZIP) estdo entre esses genes de regulacdo que desempenham papéis
fundamentais na tolerancia aos estresses de salinidade, frio, calor e seca (Choi et al.,
2000; Liao et al., 2008a), além de estarem envolvidos em muitos outros aspectos
centrais do desenvolvimento, como a fotomorfogénese, a formagado de folhas e
sementes e a homeostasia de energia (Corréa et al., 2008).

cDNAs de Arabidopsis codificando fatores de transcricdo bZIP,
nomeados de AREB ou ABF foram isolados em leveduras pelo sistema de varredura
duplo-hibrido (Choi et al., 2000; Uno et al., 2000). No genoma de Arabidopsis
existem de 75 a 77 fatores de transcricdo bZIPs divididos em 13 grupos (do grupo A
ao L, e S), de acordo com seus dominios bZIPs e similaridades entre os motifs
conservados (Corréa et al., 2008). Desses grupos, 13 proteinas sao classificadas
como pertencentes a subfamilia de AtAREBs/AtABFs e apresentam 3 dominios
conservados (Figura 4, Grupo A), sendo dois na regido N-terminal e um na regido C-
terminal (Jakoby et al., 2002; Corréa et al., 2008).
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Fig. 4 — Classificacdo das proteinas bZIPs de Arabidopsis thaliana.
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AthZIP1  AtSg49450 AF400618

AtbZIPZ At2g1B160 GBFS5 AF053939
AthZIP3  AtSg15830 AN540479*

AtbZIP4  At1g59530 AF400619
AtbZIPS  At3g49760 -

AtbZIPE  At2g22850 -

AtbZIPT  At4g37730 Al992458

AtbZIPS  At1g68880 AF400821

AtbZIP11 Atdg34590 ATB2 X99747 s bZIP
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AtbZIP43 At5g38800 -
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AthZIPTS AtSg0a141
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AtbZIPEZ At1g19490 -
AthZIPT2 AtSg07160 - TRENDS in Plant Sciance

Os grupos foram nomeados com letras se referindo a alguns de seus principais membros (A para
AREBs/ABFs/ABI5, C para CPRF2-lie, G para GBF, H para HY5), ao tamanho da proteina (B para big
e S para small), ou alfabeticamente. Genes que nao se enquadraram em nenhum grupo ficaram néo-
classificados no fim da figura. O dominio bZIP esta representado pela caixa azul, exceto para o grupo
I, representado em rosa. Caixas laranjas indicam potenciais sitios de fosforilacdo de caseina quinase
Il (S/TxxD/E, onde x representa qualquer aminoacido), dominios 1, 2 e 3 no grupo G sao parte do
dominio de ativacao rico em prolina (Jakoby et al., 2002).

Corréa et al. (2008) publicaram uma classificagdo mais atualizada
sobre a evolugdo dos fatores bZIPs de plantas, no entanto para fins didaticos a
classificagado de Jakoby et al. (2002) foi adotada neste trabalho, e nesta abordagem

os dados sobre o grupo onde AREB1 esta inserido em Arabidopsis sd0 0s mesmos
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quando comparados com a outra classificacdo. O grupo A surge primeiramente em
termos evolutivos no ancestral comum mais recente das espermatdfitas, plantas que
produzem sementes, e foi recrutado ndo sé para o desenvolvimento das sementes
ou germinagao, mas também para o “ajuste-fino” das respostas a desidratacdo e ao
estresse salino (Corréa et al., 2008). Esta subfamilia (Grupo A) dos fatores bZIPs é
composta por 9 homodlogos no genoma de Arabidopsis, e foi observado que
AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 e ABF3 sao expressos principalmente em resposta a
desidratagdo e a alta salinidade em tecidos vegetativos, mas ndo em sementes,
mostrando que membros de um mesmo grupo podem ter padrbes de expressao
similares e compartilhar fungdes (Fujita et al., 2005). Neste mesmo estudo (Fujita et
al., 2005), plantas de Arabidopsis transgénicas superexpressando uma forma ativa
do gene AREB1 (AREB1AQT) mostraram hipersensibilidade ao ABA (ndo
necessitaram da presenca do fitohormdnio) e maior tolerancia a seca, ao passo que
AREB1 (e também AREBZ2 e AREB3) sem modificagcdo na proteina precisaram do
ABA para sua completa ativagdo. Ainda, oito genes representando dois grupos de
proteinas (funcionais e regulatérias) foram up regulados: genes da classe LEA e
genes regulatoérios estresse- e ABA-induzidos.

Foi observado também que AREB7T funciona como um pré-requisito
para a regulagdo do crescimento de plantulas e resposta a glicose, conferindo
tolerancia a diversos outros estresses, como salinidade, calor e estresse oxidativo,
sugerindo que esse fator de transcricdo tem um papel fundamental na adaptacéo
aos estresses ambientais (Kim et al., 2004; Fujita et al., 2005). Sabe-se que muitos
genes responsivos a seca, salinidade e frio sdo também responsivos a aplicagbes de
ABA exogeno (Kang et al., 2002). Entretanto, alguns genes induzidos por estresse
hidrico ndo foram induzidos pelo tratamento com ABA exdgeno, indicando que tanto
o sistema da via ABA-dependente quanto o da via ABA-independente estdo
envolvidos na expressdo génica estresse-responsivas (Shinozaki; Yamaguchi-
Shinozaki, 2000). E importante observar que a tolerancia ou susceptibilidade de um
gendtipo para estresses abidticos € um fendmeno muito complexo, sendo esperado
que a planta apresente multiplas percepgdes do estresse e das vias de transdugao
dos sinais, que ainda podem se intercruzar em muitos pontos das diversas vias

regulatérias (Chinnusamy et al., 2004).
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Quando a planta acumula ABA em suas células devido a um
estresse ambiental, a expressdo de muitos genes ABA-responsivos € induzida (Seki
et al., 2002), e analisando as regides promotoras desses genes, observou-se que
para sua expressao sao necessarios multiplos elementos cis ABRE, com a
sequéncia conservada PyACGTGG/TC, ou a combinagdo de um elemento ABRE
com um elemento complementar CE (Coupling Elements) (Zhang et al., 2005;
Gomez-Porras et al., 2007). Pelo menos dois ABREs ou um ABRE e mais um CE
constituem o complexo ABA-responsivo (Nakashima et al., 2009). Os CEs
conhecidos sdo muito similares ao ABRE, e em Arabidopsis, a sequéncia DRE/CRT
(Dehydration-Responsive Element/C-Repeat), ou o elemento cis dos promotores dos
genes induzidos por DREB/CBF (Dehydration-Responsive Element Binding protein /
C-repeat Binding Factor), podem servir como um CE de ABRE em resposta ao ABA
(Narusaka et al., 2003), sugerindo a existéncia de uma interagdo entre os regulons
de DREB e regulons de ABRE. Até o momento, também o CE1, o CE3 e o motiflll
foram identificados como CEs (Fujita et al., 2011). E recentemente, Lee et al. (2010)
demonstraram que DREB1A, DREB2A e DREB2C podem interagir com proteinas
AREBSs, controlando a expressao de genes ABA-responsivos.

As proteinas AREBs possuem uma regido com um dominio basico
de ligagdo ao DNA, composto de 20 aminoacidos em N-terminal, e um dominio de
ziper de leucina, composto por sete aminoacidos em C-terminal (Figura 5). Esses
sete aminoacidos formam uma estrutura ziper de leucina composta de uma dupla a-
hélice hidrofilica (Figura 6), e apds a dimerizagao, levam a proteina a interagir com
os elementos cis ABA-responsivos ABREs (Py-ACGTGG/TC) dos genes
downstreams induzidos pelo estresse de seca (Guiltinan et al., 1990). Estudos
posteriores confirmaram sua ligagdo aos promotores contendo ABRE in vitro e in
vivo (Choi et al., 2000; Uno et al.,, 2000). Modificagbes pos-traducionais ABA-
dependentes também s&do necessarias para que os genes alvos sejam totalmente
ativados (Fujita et al., 2005; Furihata et al., 2006). Experimentos analisando os
niveis de expressdo de AREB1, AREB2 e ABF3 em protoplastos de mesdfilos de
folnas de Arabidopsis, mostraram que essas proteinas induziram uma elevada
expressédo do gene repérter RD29B-GUS na presengca de ABA quando comparada
com aquela na auséncia de ABA, enquanto que a expressao de uma forma

constitutiva ativa de AREB1, AREB1AQT, mostrou acentuada ativagcdo do gene
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reporter mesmo na auséncia de ABA (Yoshida et al., 2010). Neste mesmo estudo,
resultados similares também foram encontrados com ortélogos dos AREBs,
OsAREB1, OsAREB2 e OsAREBS8 em protoplastos de mesofilos de arroz. Esses
dados mostraram que os fatores de transcricio AREBs/ABFs necessitam de ABA
exdgeno para sua completa ativagao tanto em Arabidopsis quanto em arroz, plantas
consideradas modelos para estudos genbmicos das dicotiledbneas e
monocotiledéneas, respectivamente. Quanto aos moduladores negativos ao nivel de

proteina dos AREBs, nada foi identificado até o momento (Fuijita et al., 2011).

Fig. 5 — Estrutura primaria dos dominios em fatores bZIP.
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Os residuos altamente conservados estdo destacados com caixas azuis e vermelhas, com sua
sequéncia consenso abaixo. As leucinas sao repetidas a cada 7 aminoacidos, e sdo por vezes
substituidas por isoleucina, valina, fenilalanina ou metionina (Jakoby et al., 2002).

Fig. 6 — Estrutura tridimensional das proteinas bZIPs ligadas aos seus cis elementos
no DNA.

Os residuos de leucina estdo posicionados em um lado de cada a-hélice, formando a super-hélice
(coiled coil) por interagdes van der Waals (Jakoby et al., 2002).

Fatores AREBs homodlogos foram descobertos em outras espécies
de plantas, como DPBF em girassol (Kim et al., 1997), TRAB1 em arroz (Hobo et al.,
1999) PKABA1 em trigo (Johnson et al., 2002), HVABI5 em cevada (Casaretto; Ho,
2003) e recentemente SIAREB em tomate (Hsieh et al., 2010) e GmbZIP1 em soja
(Gao et al., 2011).
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241 GmbZIP1, o Ortélogo de AtAREB1 da Soja

No genoma da soja, 176 fatores de transcricdo do tipo bZIP foram
encontrados (Schmutz et al., 2010), porém apenas 5 estdo caracterizados. Liao et al.
(2008a) isolaram trés genes de fatores bZIPs de subfamilias ndo-AREBs: GmbZIP44,
GmbZIP62 e GmbZIP78, pertencentes aos subgrupos S, C e G, respectivamente,
que funcionam como reguladores negativos na sinalizagdo ABA e conferem
tolerancia a salinidade e ao frio em plantas de Arabidopsis transgénicas. O quarto
fator de transcricdo isolado foi o GmbZIP132, induzido em tratamentos sob seca e
alta concentragao salina, podendo estar mais relacionado a dorméncia de sementes,
visto que a maior expressao foi observada em cotilédones (Liao et al., 2008b). Em
2011, Gao e colaboradores isolaram um quinto e novo fator bZIP que nomearam de
GmbZIP1. Analises funcionais mostraram que plantas de Arabidopsis super-
expressando GmbZIP1 ativaram o fechamento estomatico e diminuiram a perda de
agua nao somente sob estresse hidrico mas também sob condigbes de estresse
com ABA e sal. Filogeneticamente, GmbZIP1 & um ortdlogo muito préximo de
AtAREB1/AtABF2 (Figura 7a).

Fig. 7 — Arvore filogenética de GmbZIP1 e outros fatores bZIPs divididos em seus
respectivos grupos (Gao et al., 2011).
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2.4.2 Dimerizagdes e Modificagcbes Pds-Traducionais das Proteinas bZIPs

Ensaios de Fluorescéncia Bimolecular Complementar (BiFC)
mostraram que os genes AREB1, AREB2 e ABF3 (todos bZIPs do grupo A) sao
expressos no nucleo, onde seus produtos formam homo- ou heterodimeros entre si
(Yoshida et al., 2010), para entdo interagirem com os elementos ABREs presentes
nos promotores dos genes ABA-responsivos (Figura 6). Contudo, antes desse
processo os fatores bZIPs devem sofrer modificacbes pods-traducionais, muito
importantes no controle da expressao génica em eucariotos (Schitze et al., 2008),
através da agao de proteinas quinases.

Inicialmente acreditava-se que os fatores bZIPs em Arabidopsis
formariam preferencialmente homodimeros ou quasi-homodimeros (dimero entre 2
paralogos) (Figura 8a), mas estudos experimentais apontaram claramente para um
sistema muito mais complexo de dimerizagao entre bZIPs, incluindo a formacao de
heterodimeros néo previstos (Deppmann et al., 2006; Schuitze et al., 2008), gerando
uma grande variedade de complexos de fatores de transcricdo e aumentando suas
propriedades regulatérias dentro do nucleo (Figuras 8b,c).

Analises mutacionais nos sitios alvos putativos de fosforilagao
revelaram que o fator AREB1 é fosforilado em multiplos sitios e que essa
modificagdo é indispensavel para sua ativagado pelo ABA (Furihata et al., 2006).
Neste trabalho, os autores demonstraram o papel funcional da fosforilagao de bZIPs
analisando linhagens transgénicas de Arabidopsis expressando uma forma
fosforilada ativa de AREB1, AREB1M8, com cinco substituicbes de Serina/Treonina
(Ser/Thr) por Aspartato (Asp). O aspartato mimetiza a carga negativa dos residuos
fosforilados e pode induzir mudangas conformacionais alostéricas na proteina e
alterar sua forga de repulsao e atragao (Schutze et al., 2008). A fosforilagdo modula
dessa forma a atividade do fator de transcricdo em diferentes niveis, inclusive a

regulagdo no particionamento intracelular (Figura 8b).
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Fig. 8 — Mecanismos gerais da regulacao pés-traducional dos principais grupos
estudados de fatores de transcricdo bZIPs em Arabidopsis (A, C, D, G, H, |
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a) Homodimeros e heterodimeros dos grupos C e S, por exemplo, geram uma grande variedade de
fatores de transcricdo. b) Fosforilagbes: o estado fosforilado regula a atividade transcricional e
estabilidade dos fatores dos grupos A e H dentro do nucleo, enquanto que os grupos G e | sédo
conhecidos por dependerem da fosforilagdo para serem translocados ao nucleo. c) Interagées com
outras proteinas: os grupos C, D e A podem formar complexos regulatérios especificos com proteinas
nao-bZIP no citoplasma ou no nucleo (Schitze et al., 2008).

Resultados recentes sugerem ainda que os fatores bZIPs em plantas
estdo sob controle de varios sinais induzidos parcialmente por estresses bidticos,
abioticos e de mecanismos pds-traducionais reversiveis que sao cruciais para o
controle de suas funcdes (Schitze et al., 2008). Embora se tenha conhecimento
desse controle pds-traducional (possivelmente até co-traducional) em fatores bZIPs,
ainda é cedo para dizer até que ponto essas mudangas podem modular a expressao
dos fatores de transcricdo, visto que somente alguns poucos fatores bZIPs de

plantas foram analisados.

2.4.3 Complexo de Sinalizagcao do ABA e a Cascata ABA-Dependente de AREB1

O complexo PYR/PYL/RCAR-PP2C-SnRK2 formado pelo ABA
(Figura 9) foi demonstrado em ensaios de express&o transiente em mesodfilos de
Arabidopsis por Fujii e colaboradores (2009a). Apesar de bastante simples, o
complexo de sinalizacdo do ABA é sofisticado e deve variar bastante em diferentes
células vegetais. Por exemplo, no genoma de Arabidopsis existem 14
PYR/PYL/RCARs, 9 PP2Cs e 3 SnRK2 essenciais, com potencial de muitas outras
combinagdes entre si, sem contar os fatores AREBs, aumentando as possibilidades

nas regulagdes transcricionais. Porém, essas variagoes estdo limitadas pelas
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determinantes bioquimicas e espaco-temporal das moléculas (Umezawa et al.,
2010).

Fig. 9 - Viséo geral da sensibilidade, sinalizagao e transporte do ABA.
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a) PYR/PYL/RCAR-PP2C-SnRK2 formam o complexo de sinalizagéo principal (circulo amarelo), que
é ativado em pelo menos em dois pontos. Em um dos pontos de ativacdo, no ndcleo, o complexo
regula diretamente a expressdo génica ABA-responsiva fosforilando os fatores de transcrigdo
AREB/ABF. No outro ponto de ativacao, no citoplasma, o complexo de sinalizagdo pode acessar a
membrana plasmatica e fosforilar canais de anions (SLAC1) ou canais de potassio (KAT1) induzindo
o fechamento estomatico em resposta ao ABA. Outros substratos de SnRK2s ainda precisam ser
identificados. b) o sistema de transporte do ABA consiste de 2 tipos de transportadores ABC, de
influxo ou de efluxo. O movimento do ABA esta indicado por linhas verdes e flechas, e as principais
vias de sinalizagcdo estdo indicados por linhas vermelhas e flechas. Linhas pontilhadas indicam
conexdes indiretas ou ndo confirmadas. Adaptado de Umezawa et al. (2010).

Os reguladores transcricionais da expressdo génica ABA-
dependente sdo os AREBs/ABFs, que por sua vez sao regulados positivamente
pelas quinases SnRK2s e algumas outras proteinas dependentes de calcio
(SnRK3s/CIPKs e CDPKs/CPKs). Os fatores AREBs s&o de fato potenciais
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conectores de uma rede de sinalizagdo onde multiplas vias que podem convergir
(Halford; Hey, 2009). A ativacado da SnRK é promovida pela inativagcdo ABA-mediada
das fosfatases PP2Cs, que regula negativamente as proteinas quinases
(Raghavendra et al., 2010). Da mesma forma, o papel crucial das proteinas START
€ inibir de forma ABA-dependente a atividade das fosfatases (Ma et al., 2009; Park
et al., 2008).

As proteinas fosfatases sdo divididas de acordo com sua
especificidade no substrato em classes de Ser/Thr, Tyr e de dupla especificidade.
Dependendo de suas caracteristicas estruturais e bioquimicas, as fosfatases Ser/Thr
de plantas sao ainda divididas nos grupos PP1, PP2A e PP2C (Ma et al., 2009). As
PP2Cs do grupo A (Figura 10b), mais estudadas na sinalizagdo do ABA, sao
geralmente descritas como enzimas monoméricas Mg?'/Mn?*—dependente e a
inibicdo de sua funcdo € orquestrada pela familia de receptores PYR/PYL/RCAR
(Figura 10a) que conecta a percepgao do ABA diretamente ao sistema de
aprisionamento (gate-latch-lock mechanism) das PP2Cs (Ma et al. 2009; Melcher et
al., 2009; Park et al., 2009; Santiago et al., 2009). Alguns de seus principais alvos
foram identificados e comprovou-se que o papel critico dessas fosfatases € a
desfosforilacéo e inativagao das quinases SnRKs, agindo como um eixo que conecta
a percepgao do ABA com o controle de diferentes efetores envolvidos na tolerancia

ao estresse (Cutler et al., 2010).
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Fig. 10 — Arvore filogenética dos componentes principais na sinalizacdo ABA-
dependente.
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a) Familia das proteinas START PYR/PYL/RCAR. b) Subfamilia do grupo A das fosfatases do tipo
PP2Cs. c¢) Subclasses |, Il e lll da familia SnRK2 de quinases. As sequéncias de aminoacidos de
cada familia foi retirada de Arabidopsis (vermelho), arroz (azul), Selaginella moellendorffii (azul claro),
Physcomitrella patens (verde), Ostreococcus tauri e Chlamydomonas reinhardtii (amarelo cada uma)
usando o banco de dados SALAD. Adaptado de Umezawa et al. (2010).

As SnRK2s sao alvos diretos das PP2Cs, sendo que a
SRK2D/SnRK2.2 da subclasse Ill (Figura 10c) interage diretamente com AREBH1,
sendo um fator determinante na sensibilidade do ABA (Fuijita et al., 2009; Yoshida et
al., 2010), talvez por ser mais abundante que SRK2I/SnRK2.3 e SRK2E/SnRK2.6
(Fujii et al., 2007). SnRK2s sdo uma familia de proteinas quinases planta-especifico
contendo 10 membros (SnRK2.1-2.10) em Arabidopsis, e 10 (SAPK1-10) em Oryza
sativa (Hrabak et al., 2003). Foi demonstrado que SRK2D, SRK2l, SRK2E e
SRK2C/SnRK2.8 foram todas capazes de fosforilar AREB1/ABF2 (Furihata et al.,
2006). Foi observado também que tanto em triplo mutantes nocauteados srk2d srk2e
srk2i (Fujita et al., 2009) como em mutantes areb1 areb2 abf3 (Yoshida et al., 2010),
a expressao de genes ABA-responsivos como proteinas LEA e PP2Cs grupo A foi
significativamente reduzida em comparagao com as plantas selvagens, sob estresse

hidrico.
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No caso das SnRK2s, além da alta redundancia entre suas fungoes,
observou-se também que nas linhagens de Arabidopsis carregando mutagdes nas
10 quinases, o décuplo mutante snrk2.1/2/3/4/5/6/7/8/9/10, houveram respostas
residuais minimas, indicando que alguma sinalizagcdo sob estresse osmotico esta
presente. E possivel que as CDPKs e SnRK3s envolvidas na resposta ao estresse
salino tenham substratos em comum com as SnRK2s, ocasionando essa resposta
residual, insuficiente no entanto, para recuperar o desenvolvimento comprometido
no décuplo mutante (Fuijii et al., 2011). Muitos alvos de SnRK2 foram identificados
tanto na membrana plasmatica quanto dentro do nucleo (Figura 9a), resultando no
controle de canais de ions, produgcdo de mensageiros secundarios e expressao de
genes ABA-responsivos (Raghavendra et al., 2010), mas n&o se sabe se sua
autofosforilacdo € suficiente para ativa-la ou se ainda outros fatores in vivo sao
necessarios (Cutler et al., 2010). Tais fatores (possivelmente CDPKs?) poderiam
adicionar uma regulagao positiva que age em sentido contrario a regulagéo negativa
exercida pelas PP2Cs sobre as SnRK2s (Boudsocq et al., 2007).

Para verificar as funcdes sobrepostas dos fatores AREBs foram
feitas analises em larga escala do transcriptoma do triplo mutante areb1, areb2 e
abf3, e alguns genes significativamente down regulados foram identificados em
resposta a desidratacdo, a alta salinidade e ao tratamento com ABA, incluindo genes
da classe das proteinas LEA como RD29B, AlL1, RAB18, EM1 e EM6; genes ABA-
regulados como RD20, LTP4 e SAG29; genes de fatores de transcricado MYB como
AtMYB74, AtIMYB79, AtMYB102 e AtMYB121; e genes das fosfatases grupo-A tipo 2
como AHG1, AHG3, HAI1, HAI2 e HAI3 (Yoshida et al., 2010).

Muitas respostas na via do complexo de sinalizacdo do ABA ainda
sdo desconhecidas. A visdo geral dessa via esquematizada na figura 9 serve como
um guia de posicionamento e hierarquias para entender a relevancia de cada fator.
Por exemplo, o fator de transcrigdo ABO3 (familia WRKY) parece ter um papel
importante nas respostas vegetais ao ABA e ao estresse hidrico, pois em um estudo
in vitro este fator foi capaz de se ligar a caixa W também presente no promotor de
AREB1/ABF2 (Ren et al.,, 2010). Porém esse fator tem a principio um papel
secundario na ativagdo da expressao génica de AtAREB1. Além de sua importancia
na resposta ao estresse, como ja citado anteriormente, o ABA participa no

crescimento e desenvolvimento da planta, e a ativacdo constitutiva dessa via pode
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resultar em problemas no crescimento. Assim, € necessario um “ajuste-fino” da
cascata (por exemplo, repressao da via) para evitar que uma resposta constitutiva

ao ABA enddgeno possa ser deletéria para o crescimento da planta.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Introduzir a construgao génica pBI35SQ-AtAREB1 (35S:AREB1) em
embrides de soja e caracterizar molecularmente as linhagens obtidas, selecionando
assim eventos candidatos para o avango de geragdes, futuras analises agronémicas,
fisiologicas e caracterizagdo do perfil de expressdo génica das redes regulatorias

que o transgene pode modular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter via biobalistica, o minimo de trés eventos de soja GMs positivos e
independentes para a construgcao génica 356S:AREB1;

2. Caracterizar molecularmente os eventos obtidos quanto ao numero de cépias do
transgene;

3. Caracterizar a expressao relativa e constitutiva de At AREB1 nos eventos obtidos
sem inducgao de déficit hidrico;

4. Analisar a segregacao e heranga dos transgenes;

5. Selecionar entre os eventos caracterizados os melhores candidatos para futuros
experimentos com inducdo de estresse em camara de crescimento e casa de
vegetacdo abordando parametros de germinacéo, crescimento e tolerancia aos

estresses hidrico e de aplicagado de ABA.
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CAPITULO 2

5 ARTIGO: OBTENCAO, SELECAO DE EVENTOS DE SOJA CONTENDO O
GENE ATAREB1 E ANALISES DA SINALIZACAO ABA-
DEPENDENTE

Artigo a ser submetido a revista Plant Molecular Biology Reporter

5.1 INTRODUCAO

Dentre os diversos fatores que afetam a agricultura mundialmente, a
seca € o estresse ambiental mais importante (Yang et al., 2010). Para a cultura da
soja, espécie de destaque no agronegécio, o déficit hidrico leva a perdas de
produtividade que comprometem a estocagem e produgao de alimentos tanto para
humanos quanto para animais, a produgao do biodiesel, dentre outras demandas ao
longo de sua extensa cadeia produtiva. Explorar as redes regulatérias e os genes
que participam nos mecanismos de tolerancia e defesa presentes nos vegetais tem
se mostrado uma tarefa necessaria e urgente em razao principalmente de inUmeras
previsbes preocupantes para o crescimento populacional e diminuicdo da area
plantada, a curto e médio prazo, devido as mudangas climaticas globais (Jaggard et
al., 2010). Dentro das vias de sinalizacdo estresse-induzidas, a via Acido Abscisico
(ABA)-dependente se ramifica por um sistema bem complexo de interacdes
moleculares através do envolvimento de varios Fatores de Transcricdo (FT). Um
desses fatores dependentes de ABA ¢é a proteina AREB1, isolada de Arabidopsis
thaliana (Choi et al., 2000; Uno et al., 2000; Fujita et al., 2005). Esta molécula chave
modula genes up- e downstream presentes nessa cascata de defesa abidtica.
Plantas super-expressando FTs como DREB, NAC, MYB, WRKY entre outros genes
de tolerancia a estresses abidticos foram geradas e seus efeitos foram
caracterizados em diversas culturas como arroz, trigo, tabaco e Arabidopsis
(Hussain et al., 2010), porém, em soja esses trabalhos sao mais recentes (Tran et
al., 2009; Hao et al., 2011; Polizel et al., 2011). Alguns estudos ja geraram plantas
de soja com genes de defesa a herbicidas/agrotoxicos ou resisténcia a insetos

(CTNBIo, 2012), por transformacao via biobalistica, uma metodologia simples, eficaz
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e aplicavel para esta cultura. A estratégia do uso de FTs €& conhecida como a
terceira geragdo de Plantas Geneticamente Modificadas (PGMs), fruto de uma
bioengenharia que regula varios genes ao mesmo tempo. Esses estudos tem
direcionado esforcos na obtencdo de plantas que toleram periodos mais
prolongados de déficit hidrico ndo de forma paliativa, almejando somente a
sobrevivéncia temporaria da planta; mas principalmente buscando entender os
mecanismos desencadeados em resposta ao estresse através de genes que
auxiliam a planta a administrar o uso da agua e direcionar suas energias de forma
sistémica sob condicbes ambientais de seca. Recentemente surgiram ferramentas
para a analise do fosfoproteoma e interactoma dessas espécies (Umezawa et al.,
2011), contribuindo ainda mais para a completa caracterizagdo da estrutura e
dindmica dessas rotas metabdlicas sinalizadas via ABA. Embora atualmente estas
técnicas de ponta fornecam informagdes a nivel de proteoma e de interagdes de vias
metabdlicas, a pesquisa basica € e sera sempre foco dos cientistas, pois
compreender as complexas redes de respostas estresse-induzido é fundamental no
delineamento de estratégias para obtengao de cultivares mais tolerantes a seca.
Neste contexto cientifico, que busca a geragcdo de plantas mais
tolerantes a estresses ambientais, Fujita e colaboradores (2005) constataram a
inducdo do gene AtAREB1 em Arabidopsis sob déficit hidrico e outros estresses
abidticos, considerando o gene como um recurso genético interessante para
espécies tolerantes a diversos estresses. Assim, o objetivo deste trabalho foi obter e
caracterizar molecularmente linhagens contendo a construgdo génica 35S:AREB1
em embrides de soja da cultivar BR16, sensivel ao déficit hidrico, para
posteriormente analisa-las quanto aos genes envolvidos na cascata ABA-
independente. Apds a obtencéo dos eventos positivos para o transgene, estes foram
caracterizados quanto a expressdao do gene, ao numero de coépias inseridas e a

transmissao e segregacao do transgene nas geragdes seguintes.

Abstract: Currently, the development of genetically modified plants (GMPs) is
focused on the introduction of transcription factors (TFs) that controls numerous
stress—inducible genes. The AREB1 gene is a TF with bZIP domain and is related to
the ABA-dependent pathway under water stress. The objective of the present study
was to obtain soybean plants genetically modified with the pBI35SQ:AtAREB1
(35S:AREBT) genetic construction and characterize these events using Southern blot
and RT-gPCR regarding to copy number and transgene relative expression under
control conditions, besides segregation study on T4 generation. Based on the results
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obtained, three candidate events were chosen to be used in further studies on water
deficit tolerance in greenhouse conditions. This is the first study reporting the use of
this genetic construction in soybean. Transformation efficiency was 0,75% (12
positive events/1.583 transformed embryos). From a total of eight positive and non-
chimeric events, three best candidate events were chosen, A24, A2889 and A2057
with one or two, three and above ten copies, respectively, and showing different
transgene relative expression. Additionally, a derivation of the formula normally used
to quantify number of inserted copies using RT-qPCR was used, in which the use of
a previously known calibrator sample is discarded. Instead, an endogenous
reference gene was used as the calibrator through the formula 2. Results from
Southern blot and RT-gPCR techniques were consistent when compared. Thus, the
introduction of pBI35SQ:AtAREB1 in soybean via biolistic generated stable events
containing few copies of the transgene. These results are important not only on the
understanding of the ABA-dependent signalling pathway but also on the development
of short-term efficient and systemic strategies to obtain soybean plants tolerant to
drought.

Keywords: Water deficit. AREB1, ABA-dependent. Glycine max

5.2  MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Obtencao do Cassete de Expressao

O cassete de expressdao pBI35SQ:AtAREB1 ou 35S:AREB1 foi
construido no Centro Internacional Japonés de Pesquisa de Ciéncias Agricolas
(Japan International Research Center for Agricultural Sciences - JIRCAS), e enviado
para a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) através de um
Acordo de Transferéncia de Materiais (MTA), sob a patente 2009/0089899. Nesta
construcéo, foi utilizado o plasmideo pBI221 (Chen et al., 2003; Fujita et al., 2005),
onde o promotor constitutivo CaMV 35S isolado do Cauliflower mosaic virus (Benfey;
Chua, 1990) mais o enhancer Q foram ligados ao cDNA do gene AREB1 de
Arabidopsis thaliana, juntamente com o terminador Tnos (Nopalina sintase de
Agrobacterium tumefaciens), sitio de poliadenilagdo que sinaliza o fim da
transcricdo. O plasmideo foi inserido em Escherichia coli (linhagem DH5a) segundo
o protocolo de Miller e Nickoloff (1995), e o DNA plasmidial extraido utilizando o kit
Purelink High Pure Maxiprep Invitrogen, conforme instrugdes do fabricante.

A confirmacgéo do tamanho dos fragmentos no cassete de expressao
foi realizada através de duas reacdes de digestdo com distintas enzimas de
restricdo. Em uma primeira rea¢do, 100 ng do DNA plasmidial foi digerido com 5U da
enzima Notl e 5U da enzima EcoRI a 37°C por 3h, seguido de 10 min a 65°C. Em
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outra reacao de digestdo, 100 ng do DNA plasmidial foi digerido com 5U da enzima
Smal a 30°C por 3h, seguido de 10 min a 65°C. Os fragmentos obtidos foram

separados por meio de eletroforese em gel de agarose (1,3 %).

5.2.2 Co-transformacao Via Biobalistica com a Construcdo Génica 35S:AREB1

A etapa de regeneragao de plantas férteis pos-transformacgéo € a de
mais dificil otimizagdo e sucesso no processo de transformacgéo genética, e por esta
razao, utilizamos neste trabalho alguns métodos para melhorar a eficiéncia da
regeneragao, seguindo o protocolo descrito por Rech et al. (2008). A abordagem
utilizada para melhorar a recuperacdo da plantas consistiu na introducdo de um
gene marcador de selegcdo (ahas) via co-transformagdo por biobalistica nos
embrides de soja da cultivar sensivel a seca BR16 (Oya et al., 2004) transformados
e posterior indugdo de multibrotamento dos eixos embrionarios bombardeados pela
acdo do horménio de crescimento citocinina-6-benzilaminopurina (BAP). O gene
ahas de A. thaliana contém uma mutacdo na posicdo 653, que resulta em uma
substituicdo dos aminoacidos serina por asparagina. Esta mudanca confere
resisténcia aos herbicidas da classe das imidazolinonas, moléculas que inibem a
atividade enzimatica da sintase acetohidroxiacida, enzima que catalisa o passo
inicial na biossintese de isoleucina, leucina e valina, aminoacidos essenciais para a
planta (Aragéo et al., 2000; Aragao et al., 2002). Quando colocados no meio de
selecdo com o herbicida da classe das imidazolinonas (imazapir), capaz de se
translocar e se concentrar na regido meristematica apical dos embrides co-
transformados, estes estardo aptos a sintetizar a enzima sintase acetohidroxiacida
pela resisténcia adquirida quando da introdugdo do gene ahas. Por fim, neste
protocolo a indugdo de multibrotamento pelo BAP torna-o muito eficaz na
recuperacao dos eixos embrionarios transformados.

Inicialmente, foi feita a assepsia das sementes de soja através da
esterilizacdo com etanol 70% por 10 min, seguido de imerséo por 20 min em solugao
de hipoclorito de sddio a 50%, e posterior lavagens com agua destilada. Por fim, as
sementes foram imersas em agua para hidratagdo por aproximadamente 16h. Com
o auxilio de pingas e bisturis estéreis, os embrides de soja foram retirados e

depositados em placas de Petri com agua destilada para evitar dessecagdo. Os
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primordios foliares foram retirados com auxilio de um microscopio estereoscopio
modelo SQZ-DS4-BI (Tecnival) e colocados em papel filtro para secagem, em fluxo
laminar. Os DNAs exogenos utilizados no processo de co-bombardeamento foram a
construgédo génica 35S:AREB1 e a constru¢do pAC321 (Ahas) (Figuras 1 e 2,
respectivamente). Para o processo de co-transformagao (Rech et al., 2008), 8ug de
cada um dos DNAs de interesse foram precipitados em microparticulas de
tungsténio (0,5 a 5 ym) em uma reagdo com volume final de 200 pL, contendo 6,5%

de glicerol, 20 mM de espermidina e 1,37 M de CaCl,.

Fig. 1 — Mapa de restricdo do plasmidio pBl221 com o inserto (promotor 35S +
AREB1 + terminador NosT): pBI35SQ:AtAREB1 ou 35S:AREB1.
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Fig. 2 — Mapa de restricdo do plasmidio pAC321 contendo a sequéncia do gene
Ahas (promotor Ahas + Ahas 5 UTR + Ahas CDS + Ahas 3’ UTR): Ahas.
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Para o procedimento de bombardeamento, apos a sonicagao por 2
seg, aliquotas do DNA precipitado nas microparticulas foram distribuidas em
membranas carreadoras de Kapton, ja posicionadas no suporte de membrana. As
particulas foram entdo aceleradas em alta velocidade, atingindo o meristema apical
dos embrides de soja (Oya et al., 2004).

ApoOs a co-transformacéao, os embrides foram transferidos para meio
de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962), pH 5,7 suplementado com 5 mg/mL de
BAP, 3% de sacarose, 0,6% de agar, por um periodo de 16h — 20h, ao abrigo da luz,
a 28°C, para a indugdao do multibrotamento. Apds este periodo, grupos de
aproximadamente oito embrides foram transferidos para copos plastico contendo
meio seletivo (MS, 3% sacarose, 0,15 pM Imazapyr, 0,8% agar, vitaminas B5 e pH
5,7), permanecendo por aproximadamente 45 dias em camara climatizada, com 16h
de fotoperiodo, luminosidade de 50 p mol.m?s™, a 25°C e a 60% de umidade.
Transcorrido este periodo, os embrides foram transferidos para copos plasticos
contendo areia:vermiculita (1:1), regados com solugao nutritiva e cobertos por sacos

plasticos para aclimatacéo.

5.2.3 Identificagdo dos Eventos Quiméricos e Positivos

Ainda em cadmara climatizada, amostras das folhas das plantulas
transformadas foram coletadas e o DNA genémico foi extraido utilizando o protocolo
proposto por Doyle e Doyle (1987).

A confirmagdo dos eventos positivos foi realizada via PCR
convencional utilizando-se pares de primers especificos (Tabela 1) para o gene de
interesse 35S:AREB1 e para o gene marcador ahas. Trés conjuntos de primers
diferentes foram utilizados para a identificagdo dos eventos positivos. O conjunto de
primers Areb1-6 se anela no inicio regido promotora até o inicio da regido codante,
amplificando um fragmento de 904 pb; o conjunto de primers Areb1-7 se anela no
meio do promotor até o final da regido codante, amplificando um fragmento de 639
pb; e o conjunto de primers Areb1-8 se anela no final do promotor até o inicio da

regido terminadora, amplificando um fragmento de 1502 pb (Figura 3).
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Tabela 1 — Sequéncia de oligonucleotideos utilizados na amplificacdo por PCR para

a confirmacado dos eventos quiméricos e positivos para a construgao
AtAREBI1.

~ Primers  Sequéncia(5'->3)  Fragmento amplificado (pb)
- F AGGTCTCATCAAGACGATCTAC 904

R AACGAGTATATCGAACCTTGTC
- F AGAAGAAAATCTTCGTCAACAT 639

R TAACAACTCATCCATGTTCATT
- F GAAGTTCATTTCATTTGGAGAG 1502

R ACATGCTTAACGTAATTCAACA
- F ACTAGAGATTCCAGCGTCAC 686

R GTGGCTATACAGATACCTGG

Fig. 3— Esquema do plasmideo linearizado com as regides onde os diferentes
conjuntos de primers se anelam para amplificagao via PCR.

Promotor 35S AREB1cDNA NosT» Amp Origem dereplicagdo pUC
Primer Areb1-6 <=
Primer Areb1-7 (
Primer Areb1-8 -

O uso desses trés conjuntos de primers objetivou a identificagao de
eventos contendo a construgdo inteira (promotor + cDNA + terminador) no genoma
da soja, e ndo somente uma parte dela, quando uma quebra do DNA exdgeno
poderia ocorrer durante o processo de bombardeamento da geracéo Ty.

A reacao de PCR foi realizada em volume final de 25uL composta de
5uM de cada primer F e R, 0,4mM de dNTP’s, 2 mM cloreto de magnésio, 1U de
TagDNA polimerase e 60 ng de DNA. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador modelo Veriti Applied Biosystems e a ciclagem utilizada foi composta
por denaturacéo inicial de 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 seg,
55°C por 30 seg e 72°C por 30 seg e 72°C por 7 min. Os produtos das reagdes de
amplificagdo foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 1,2% e
visualizados em transluminador UV.

Para a realizagao do teste de quimera em plantas identificadas como
positivas, trés ou quatro amostras de folhas, dependendo de seu estado de
desenvolvimento, foram coletadas de diferentes trifdlios e tiveram seu DNA

gendmico extraido segundo o protocolo modificado de Doyle e Doyle (1987). A
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confirmacao dos eventos transgénicos foi realizada por meio de PCR convencional
utilizando as diferentes amostras de DNA provenientes da mesma plantula, nas
mesmas condigdes de reagao e ciclagem utilizadas para a identificagdo do evento.
Como padrao, foi considerado evento ndo quimérico, aquele em que todas as
amostras de folhas testadas confirmaram presenca do transgene inserido; caso
contrario, se pelo menos uma das amostras de folha ndo apresentasse a insercao, o
evento era considerado quimérico. Somente apds a realizagdo do teste de quimera,
as plantas consideradas negativas para o teste, ou seja, plantas identificadas com a
presenga das construgdes génicas inseridas, foram transferidas para a casa de
vegetacao para avancgo de geragao e multiplicacdo de sementes a serem utilizadas

em analises futuras.

5.2.4 Quantificagdo Relativa do Numero de Cépias do Transgene via RT-gPCR

As construgdes dos primers e da sonda para a metodologia TagMan
foram feitas utilizando os programas Vector NTI 11, MEGA 4, ClustalX 2.1 e CLC
Sequence viewer. Para que ndo ocorresse nenhuma amplificagdo de genes
ortdlogos de AtAREB1, foi feito um alinhamento pairwise de modelos génicos de
AREB1 presentes no genoma e depositados no site www.phytozome.net. Depois de
identificado os modelos génicos mais similares (Glyma02g14880, Glyma07933600,
Glyma13g22060 e Glyma10g08370) e também os GmbZIPs (previamente descritos
1, 44, 62, 78 e 132), um alinhamento multiplo para ancorar a sequéncia do
transgene com as sequéncias das possiveis regides ortdlogas foi realizado. Os
primers e a sonda foram desenhados, excluindo as regides em comum onde
possiveis amplificagdes enddégenas pudessem ocorrer (Tabela 2).

Nesta analise para numero de copias inseridas, o gene endoégeno da
lectina (GmLec, Acesso No. K00821) foi utilizado como gene de referéncia e
também como calibrador, uma vez que é espécie-especifico e apresenta apenas
uma cépia no genoma hapldide de soja (Meyer et al., 1994), ou duas codpias alélicas

(homozigoto).
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Tabela2 — Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados como primers e as sondas

ACATACCAGCAATCGCAACA
CCACAAGACCACCACCTCTT 67 pb
TCAACGAGTATATCGAACCTT

TCCCGAGTGGGTGAGGATAG
CATGCGATTCCCCAGGTATG 65 pb
TCTCTGCTGCCACGGGACTCG

Para ambos os genes (AfAREB1 e GmLec) uma curva de eficiéncia

de amplificacéo foi realizada utilizando-se uma série de diluicdes do DNA (10, 102,
10" e 107). A placa do experimento foi montada em triplicata tanto para o gene alvo
quanto para o enddgeno, o que permitiu verificar a eficiéncia de amplificacdo dos
primers na reagao. Os parametros de ciclagem para as reagdes foram 50°C por 2
min, 95°C por 2 min seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15 seg, 55°C por 30 seg e
72°C por 30 seg. As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador 7300 Real

Time System (Applied Biosystem, Foster, CA, USA).

5.2.5 Quantificacdo Relativa Utilizando a Referéncia Endégena como Calibrador

pelo Método 27

Para a determinacdo do numero de cépias do transgene por
quantificacao relativa o proprio gene de referéncia endégena GmLectina foi utilizado
como calibrador. Os valores de Ct do alvo AtAREB1 foram subtraidos do Ct da
referéncia enddgena lectina em cada amostra, resultando no valor de ACt. O calculo

A% onde o numero 2

final para o numero de cépias é 2 elevado a média de -ACt (2
corresponde a somatoria das eficiéncias do gene alvo (100% = 1) e do controle
endogeno (100% = 1).

As reacgdes de amplificacbes foram conduzidas em triplicatas
bioldgicas e técnicas no termociclador 7300 Real Time System (Applied Biosystem),
nas seguintes condi¢des de ciclagem: 50°C por 2 min, denaturagdo de 95°C por 10

min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min.
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5.2.6 Quantificagao do Numero de Insertos do Transgene Via Southern blotting

Os valores do numero de copias do(s) transgene(s) obtidos para as
amostras T, e T, pela técnica de RT-qPCR foram validadas utilizando a metodologia
de Southern blotting (Southern, 1975). Para isso, o DNA dos tecidos foliares das
plantas de soja geneticamente modificadas foram extraido utilizando-se o protocolo
de Doyle e Doyle (1987), com modificagdes. Para essa etapa foi utilizado cerca de
1mg de cada material macerado em nitrogénio liquido, sendo depois adicionado 1
mL de tampé&o de extragdo (2% CTAB, 2% PVP, 100 mM de TRIS-HCI, 25 mM de
EDTA, 20 mM de NaCl, 2% de B-mercaptoetanol) e a solu¢do incubada a 65°C por
1h, agitando-se a cada 15 min. Em seguida 1 mL foi adicionado de cloroférmio a
solugdo, agitada por 5 min e centrifugado a 8.000 rpm por 10 min. A fase aquosa
(800 pL) foi transferida para um novo tubo e 600 pL de isopropanol foi adicionado, a
solugdo agitada e incubada em -20°C, por 1h para precipitagdo do DNA gendmico.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 15 min e o
sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 400 uL de TE contendo 40
pMg/mL de RNAse, e incubado a 37°C por 1h. Transcorrido este periodo 400 uL de
cloroférmio foi acrescentado a solugéo, agitada por 5 min e centrifugada a 14.000
rom, por 10 min. O sobrenadante foi entdo transferido (400 yL) para um novo tubo,
onde foi adicionado 40 yL de acetato de sodio (3 M) e 1 mL de etanol 100%. A
solucao foi agitada e mantida a 37°C, por 30 min. Em seguida os materiais foram
centrifugados a 14.000 rpm por 15 min, adicionados 200 yL de etanol 70%. A
solugdo foi novamente centrifugada a 14.000, por 5 min, e o pellet obtido foi mantido
em temperatura ambiente por 30 min para secagem e transcorrido este periodo, o
pellet foi ressuspendido em 50 pL de agua ultrapura.

Para verificar a qualidade do DNA extraido, as amostras foram
submetidas a uma eletroforese com tampdo SB 1X (NaOH 500 mM) em gel de
agarose 0,8% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 ug/ml) e visualizadas sob luz
UV em aparelho transluminador. A quantificacdo do DNA foi realizada em Nano Drop
ND100.

Para o preparo das digestdes gendbmicas das amostras 10 ug de
DNA e 50U da enzima Hindlll, foram utilizados na linearizagdo do plasmideo (Figura

3). As reagdes de digestdo foram incubadas a 37°C por 16h. Os fragmentos
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digeridos foram separados em gel de agarose a 0,8%, por um periodo de 3h. Apds a
eletroforese, a membrana utilizada para a hibridizagao foi preparada mergulhando-
se o gel das digestdes na solugao de depurinagdo, e agitando-se suavemente por 10
min. Posteriormente, os géis foram mergulhados na solugéo de desnaturagéo por 30
min, e finalmente na solugdo de neutralizagcdo por 30 min, sempre agitando-se
levemente. O aparato foi entdo montado para posicionar o gel sob a ponte, e pela
imers&do do papel filtro na solugédo de transferéncia (10xSSC) overnight, o DNA do
gel foi transferido para a membrana de nylon (Papel Whatmann 3MM), por
capilaridade, por 18h. Apds a transferéncia, a membrana foi lavada em tampao SSC
2X por 5 min, e seca em estufa, a 80°C. A membrana foi entdo pré-hibridizada com a
solugéo de hibridizagcdo ULTRAhyb™Ambion (NaCl 0,5 M, reagente de bloqueio 4%)
a 42°C, por 2h.

Para a construgdo da sonda, um conjunto de primers (Set 1) que
amplifica somente a regido codante do gene de interesse foi sintetizado (Tabela 3).
Depois da reacédo de PCR e eletroforese, as amostras foram purificadas do gel
utiizando o kit DECAprime e a regidao contendo o gene AfAREB1 foi marcada
overnight com fésforo radioativo. A sonda foi marcada utilizando-se [a**P] d-CTP

pela técnica de "random priming" seguindo-se as recomendacgdes do fabricante.

Tabela 3 — Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a marcagéo da sonda
nas analises de Southern blot.

F TGATGAGTTTCAGAGCAGTG 1083
R TCTCCTGATTCTTTTGCATT

A reacédo de hibridizagao foi conduzida a 42°C, pelo periodo minimo

de 18 h, em solugdo de hibridizagdo, contendo aproximadamente 30 ng/mL de
sonda. Apds o periodo de incubagao, a membrana foi lavada duas vezes em solugao
de lavagem primaria (uréia2 mol/L; SDS 0,1%; fosfato de sodio 50 mM pH 7,0;
NaCl150 mM; MgCl,10 mM e reagente de bloqueio 0,2%) durante 10 min, a 42°C
para a retirada do DNA n&o hibridizado e do excesso de sonda e por fim, as

membranas foram colocadas para exposi¢cao em filme fotografico Kodak BioMax.
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5.2.7 Andlise da Expressao Constitutiva via RT-gPCR

O RNA total foi extraido de todas as amostras da geragédo T4 (com
excecao de A2889.03) com o reagente Trizol (Invitrogen) de acordo com instru¢des
do fabricante. O tratamento com DNAse foi realizado com 10 ug dos RNAs, Buffer
10X, 10 yg de DNAse e completado para o volume final de 25 yL com DEPC water,
deixado por 15 min em temperatura ambiente e posteriormente adicionado EDTA 25
nM e incubado por mais 10 min a 65°C. Para verificar a presenga de DNA genémico
“‘contaminante”, as amostras foram tratadas com a enzima transcriptase reversa,
amplificadas por PCR com primers que amplificam introns de (-actina e comparadas
com o DNA gendbmico de BR16 (controle positivo) no gel de integridade pelo
tamanho das bandas amplificadas. Esses primers amplificam uma regido intrénica
do gene de B-actina, logo, amostras contendo somente cDNA amplificardo um
fragmento menor quando comparados em gel de agarose com o controle positivo.
Amostras com presenga de DNA genbmico “contaminante” podem amplificar dois
fragmentos de tamanhos distintos, ou caso a sintese de cDNA n&o tenha sido bem
sucedida, somente uma banda seria visualizada no gel.

Para a sintese dos cDNAs foram utilizados aproximadamente ~200
ng dos RNAs tratados com DNAse, 50 uM de Primer Oligo(dT) e 10 mM de dNTP,
incubados por 5 min a 65°C e imediatamente por 1 min no gelo. O mix de cDNA
Synthesis foi preparado com 10X RT buffer, 25 mM de MgCl,, 0,1 M de DTT, 40
U/uL de RNAse Out e 200 U/uL de SuperScript Ill RT (Reverse Transcriptase). Em
seguida, 10 pL do mix foi adicionado ao RNA/primer, homogeneizado e incubado por
50 min a 50°C, 5 min a 85°C e acondicionado em gelo. Finalizando, foi adicionado 1
pML de RNAse H e incubado por 20 min a 37°C.

Apos a diluicdo seriada de uma amostra GM contendo a construgao
génica 35S:AREB1, a reacgéao de eficiéncia dos primers foi realizada utilizando-se um
normalizador da soja, o gene Gmg-actina (Tabela 4). As placas das reagdes foram
montadas com os cDNAs diluidos, 0,2 uM de primers F e R, 1X kit Platinum® SYBR
Green® e H,O milliQ. As amostras foram amplificadas para o gene alvo AtAREB1T e
para o gene de referéncia endogeno Gmg-actina (acesso GMU60500) validado por
Stolf-Moreira e colaboradores (2011). Foi utilizado o kit Platihum® SYBR Green®
gPCR SuperMix-UDG with ROX, conforme as instrucbes do fabricante e as
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condigdes de ciclagem foram as mesmas da etapa de quantificacdo de transgenes.
Nessa reacdo também foi realizada a curva de dissociacdo para verificar a
ocorréncia de formacdo de dimeros de primers e/ou amplificacdo de produtos

inespecificos.

Tabela 4 — Sequéncias de primers dos genes AtAREB1 e Gmg-actina utilizados
para analise de expressao constitutiva dos transgenes.

! RT:355'Arebi-F | GGAGGTGGAGGGTTGACTAGA

_ CACTGCTCTGAAACTCATCAAACG e
! Gmp-actina'F | GAGCTATGAATTGCCTGATGG

_ CGTTTCATGAATTCCAGTAGC 118

As placas foram montadas com os cDNAs das amostras GMs,

normalizadas com a Gmg-actina, calibradas com a amostra A2992.01 com menor
expressdo dentre os eventos (cerca de 173 vezes mais expresso que O
normalizador) e testadas nas condi¢gdes de ciclagem citadas acima. A andlise
estatistica dos dados foi realizada com o teste T (paramétrico) com um valor para

nivel de significancia igual a 5%.

5.2.8 Andlises de Proporgao e Segregacgao dos Transgenes

O teste de segregacao ou zigosidade pode ser realizado por PCR
convencional, identificando-se a presenga ou a auséncia do transgene nas amostras
da geragao T,. Em termos praticos, dependendo da disponibilidade de tempo e da
quantidade de amostras, duas opg¢des podem ser consideradas: ou se faz
primeiramente o teste de zigosidade (eventos em homozigose s&o aqueles em que
toda sua descendéncia € positiva para o transgene) e depois se determina o numero
de cépias apenas para as plantas T; homozigotas, poupando trabalho de levar
adiante linhagens hemizigotas; ou inicialmente se determina a quantidade de
transgenes pela RT-gPCR e posteriormente se realiza a analise de segregagéo.
Para esta ultima opc¢éao, a escolha das plantas para analise da segregagao deve ser
feita com os eventos com mesma quantidade de transgene que o calibrador, ou o
mais proximo possivel; e selecionando também aqueles cuja expressao génica seja

satisfatéria dentro do seu delineamento experimental. Neste trabalho, eventos com
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poucas copias foram selecionados por RT-qgPCR e Southern para posteriormente ser
realizado o teste de segregagdo. Um evento GM com elevada quantidade de copias
foi também selecionado para experimentos comparativos, visto que sua expressao
relativa foi muito menor do que a dos eventos com poucas cépias.

Para verificar se a segregacao do gene AtAREB1 estava de acordo
com a segregacao Mendeliana foi realizado o teste x2 (p<0.05) para todos os

eventos.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Eventos Quiméricos e GMs com o Gene AtAREB1

Dependendo do gendtipo, a soja pode considerada uma espécie
recalcitrante para as metodologias de transformacgdes genéticas. Especialmente
utilizando a biobalistica, ndo é facil obter eventos estaveis e com poucas cépias do
transgene. Um total de 1585 embrides de soja foram transformados com a
construgcéo 35S:AREB1. O DNA gendmico foi extraido de um total de 1218 amostras
e testadas para a presenca dos cassetes inseridos, via PCR convencional. A
variagdo entre o numero de embrides transformados e o numero de embrides
testados pode ser explicada pela dificuldade em se regenerar plantas de soja em
cultura de tecidos, juntamente com o processo de selegcdo que ocorre na presenga
do agente seletivo no meio de cultura, ainda que em baixa concentragao.

Foram obtidos um total de doze eventos positivos para construgcéo
génica 35S:AREB1, sendo oito eventos confirmados como positivos (Figura 4) e
quatro eventos identificados como quiméricos. As linhagens de soja GMs
identificadas como positivas para a construcdo 35S:AREB1 foram: A24, A2057,
A2058, A2856, A2889, A2904, A2992 e A3019 (*a numeragédo ultrapassa o total de
transformacgdes pois esta ndo foi a unica construgdo bombardeada inclusa na

metodologia deste trabalho).
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Fig. 4 — PCR convencional das linhagens de soja identificadas como positivas para a
construcdo génica 35S:AREB1.

B
7]8][1][2]3[4]5]6][7]8]

B-R = 9y d

As amostras foram amplificadas com diferentes conjuntos de primers. a) O conjunto de primer Areb1-
6 se anela do inicio da regidao promotora até o inicio da regido codante e amplifica um fragmento de
904 pb. b) O conjunto de primer Areb1-7 se anela do meio do promotor até o final da regido codante e
amplifica um fragmento de 639 pb. ¢) O conjunto de primer Areb1-8 se anela entre as regides do final
do promotor até o inicio da regido terminadora e amplifica um fragmento de 1502 pb. Legendas = 1:
A24; 2. A2856; 3: A2889; 4: A2904; 5: A2057; 6: A2058; 7: A2992; 8: A3019; C+1, C+2 e C+3:
controles positivos, plasmideos com diferentes construcbes de AtAREBT1; C-4 e C-5: controles
negativos, BR16 e branco, respectivamente; lad.: /ladder 1 Kb Plus.

A formacgéao de tecidos quiméricos € muito frequente no processo de
transformacdo de plantas, e identifica-los e descarta-los é de fundamental
importancia para que se consiga uma descendéncia com eventos transgénicos
estaveis. Todas as oito plantas identificadas como positivas também foram
confirmadas como ndo quiméricas para o teste de quimera (Figura 5), utilizando
diferentes amostras foliares de DNA de uma mesma planta amplificada com os trés
conjuntos de primers (somente primer 1-8 mostrado). Ja os eventos A3178, A3297,
A3301 e A2078 foram considerados quiméricos para a construcao inserida testadas

com o conjunto de primers Areb1-6 (Figura 6).

Fig. 5— PCR convencional realizado com as plantas positivas para verificar a
possivel ocorréncia de eventos quimeéricos para a construcdo 35S:AREB1.

Diferentes amostras de DNA dos tecidos foliares foram coletadas (a, b, ¢ e d na figura) e amplificadas
com o conjunto de primer Areb1-8, que se anela entre as regides do final do promotor até o inicio da
regido terminadora, amplificando um fragmento de 1502 pb. Legendas = 1: A24; 2: A2856; 3: A2889;
4: A2904; 5: A2057; 6: A2058; 7: A2992; 8: A3019; C+1, C+2 e C+3: controles positivos, plasmideos
com diferentes construcbes de AtAREB1; C-4 e C-5: controles negativos, BR16 e branco,
respectivamente; lad.: ladder 1 Kb Plus.
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Fig. 6 — PCR convencional realizado com plantas de soja positivas mas identificadas
como quiméricas para a construgao 35S: AREB1.

[9a]9n] oc|od1od1ou[10chi1d 11011 11d12d12012d12d c1]c+F e+ c4]c5]iaa.

Diferentes amostras de DNA dos tecidos foliares foram coletadas (a, b, ¢ e d na figura) e amplificadas
com o conjunto de primer Areb1-6. Legendas = 9: A3178; 10: A3297; 11: A3301; 12: A2078; C+1,
C+2 e C+3: controles positivos, plasmideos com diferentes construcbes de AtAREB1; C-4 e C-5:
controles negativos, BR16 e branco, respectivamente; lad.: ladder 1 Kb Plus.

A eficiéncia das transformacdes foi calculada de acordo com Rech et
al. (2008), onde a mesma ¢é dada pelo numero total de plantas transgénicas férteis
dividido pelo numero total de explantes transformados. Uma eficiéncia de
transformacdo de 0,75% (12 eventos positivos/1583 embrides transformados) foi
obtida. Esta eficiéncia de transformacgao € baixa se comparada a eficiéncia de 9%
obtida por Rech et al. (2008), porém é corroborada por dados de literatura, que
indicam que a insergdo de qualquer gene exdgeno via biobalistica depende de
muitas variaveis. Nao ha um sistema eficiente de transformacdo genética para
muitas cultivares em soja (Homrich et al., 2008), pois muitas respondem de forma
desigual ao processo de transformacao. Droste et al. (2002) transformaram via
biobalistica duas cultivares de soja, a IAS5 e a Bragg, e os resultados mostraram
que a cultivar Bragg apresentou uma maior sensibilidade ao processo de
transformacdo em relagcdo a cultivar IAS5. Além de processos bioldgicos, outros
processos fisicos e quimicos também devem serem levados em consideragao, pois
as condi¢des de um dia de transformagao raramente se igualam a dos demais.

Outro resultado que merece analise foi quanto a co-transformacgao
obtida para o gene ahas, uma vez que em nenhum dos eventos obtidos confirmados
para o gene 35S:AREB1 foram também confirmados para a presenga do gene de
selecdo (Figura 9). Nao podemos acessar o resultado da eficiéncia obtida pelo
bombardeamento de ambas as construgées, uma vez que foram testadas para
inser¢cdo do gene ahas somente as oito plantas confirmadas como positivas para o
gene AtAREB1. Ou seja, ndo obtivemos as plantas pela selegao através do
herbicida, o que gerou um trabalho bem maior. Alguns estudos mostraram que

embora a eficiéncia de co-transformac&o em trabalhos realizados via Agrobacterium
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tumefaciens apresente uma ampla variagao (de 10 a 90%) (Ebiuma et al., 2001), a
taxa de co-transformacédo esperada em soja via biobalistica segundo Rech et al.
(2008) seria de 40%. A hipotese conjunta que explicaria este dado € que dois fatores
estariam contribuindo para esse resultado. Primeiro, a diferenga de tamanho dos
plasmideos co-bombardeados de aproximadamente 3500 pb: 5122 pb para o
plasmideo contendo o gene de interesse AREB1 e 8673 pb para o gene de selecao
ahas. Uma competicdo entre os plasmideos pode ter ocorrido, uma vez que,
plasmideos menores tendem a serem introduzidos com maior frequéncia que
plasmideos maiores. No trabalho de Rech et al. (2008), o plasmideo ahas € de fato
bem menor (5718 pb) que o utilizado neste trabalho, e talvez esta diferenca de
tamanho entre os plasmidios explique a incoeréncia de resultados com o trabalho
citado. Uma solucéo para este problema seria 0 uso de uma concentragdo maior do
plasmideo pAC321 tornando o processo de insercdo mais eficiente. Paralelamente,
e em complemento a estes dados, o agente seletivo Imazapir foi utilizado em uma
concentragdo menor do que a recomendada visando a regeneragdo de um maior
numero de embrides transformados, ainda que a ocorréncia de escapes tenha sido
prevista. Logo, essa baixa concentracdo do agente seletivo deve também ser
considerada como fator relevante nos resultados finais, uma vez que, a selegao
negativa dos explantes ficou comprometida, talvez até mesmo influenciando a niveis
moleculares a integragao e a estabilidade do plasmideo Ahas dentro do genoma da

planta.

Fig. 7— PCR mostrando os oito eventos T, caracterizados como positivos para o
gene AtAREB1 mas negativos para o plasmideo contendo o gene Ahas.

[1]2]3]a]5]6]7]8|c1|c2lc-3lc+ic-4lc+dc-5]iad]

— — -

Legendas = 1: A24; 2: A2856; 3: A2889; 4: A2904; 5: A2057; 6: A2058; 7: A2992; 8: A3019; C+1 e
C+2: controles positivos, plasmideos contendo a construgdo ahas; C-1 a C-3: controles negativos
com as diferentes construgdes de AtAREB1; C-4 e C-5: controles negativos, BR16 e branco,
respectivamente; lad.: ladder 1 Kb Plus.

Cabe ressaltar que, por um lado a eficiéncia de co-transformacéo foi

inesperada, um resultado inédito que gerou um volume maior de trabalho, além de
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também ter levantado a questdo de se realizar o bombardeamento com um unico
plasmideo contendo o gene de interesse e gene marcador juntos ou com
plasmideos de tamanhos parecidos e uma concentragdo do agente seletivo
previamente adaptado para uma sele¢cao 6tima. Por outro lado, resultou em um
“efeito colateral” onde as plantas de soja GMs nao apresentaram o gene marcador
de selegao, eliminando uma fase futura de multiplicacao para segregar o material co-
transformado visando obter plantas somente com o gene de interesse, caso esta
fosse uma necessidade.

A descendéncia dessas oito linhagens AfAREB1 positivas e sem 0o
gene marcador de selecdo pode ser observada na Tabela 5. Dos oito eventos
positivos identificados para o gene AtAREB1, seis transmitiram o transgene para a
geracao T, (A24, A2057, A2856, A2889, A2904 e A2992), e foram plantados em

casa de vegetacgao para multiplicagdo de sementes (Figura 10).

Tabela 5 — Descendéncia das PGMs de soja sem marcador de selegao obtidas com

o gene AtAREBH1.

Evento T, Total de sementes AtAREB1 Positivas
(Ty)

A24 23 14 de 23
A2057 7 5de7
A2058 4 0de4
A2856 15 1de15
A2889 12 10 de 12
A2904 13 2 de 13
A2992 4 2de4
A3019 2 0de?2

Total 82 34
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Fig. 8 — Bancada em casa de vegetagdo com os seis eventos GMs de soja em
geracdo T4 para multiplicagdo de sementes.

i? ] ‘ | ~-i'|.l \ \’ R

Baseados na caracterizagdo molecular e genética de alguns eventos
GM acompanhados por mais de dois anos, Romano e colaboradores (2005)
concluiram que os possiveis mecanismos envolvidos na eliminagdo dos transgenes
foram recombinagdes intracromossomais, instabilidades genéticas provenientes das
manipulagcdes da cultura de tecido, e co-eliminagao dos transgenes ativado por
algum processo de defesa do genoma da planta. Algum desses mecanismos talvez
possam explicar a ndo transmissdo dos transgenes dos eventos GMs A2058 e
A3019 para sua descendéncia. Além disso, conforme discutido mais adiante, o
evento A2058 apresentou alto numero de copias dos transgenes e possivelmente
rearranjos muito complexos levando a perda dos mesmos, fato corroborado pelo
observado em seu desenvolvimento extremamente comprometido em casa de
vegetacgdo, produzindo apenas quatro sementes, e todas negativas. O mesmo pode
ter acontecido com o evento GM A3019, com um grau ainda maior de
subdesenvolvimento (duas sementes), o que impossibilitou a extragdo de material
para as analises de RT-gPCR e Southern. Outro evento GM com baixo
desenvolvimento foi o A2992, que produziu somente quatro sementes T4, sendo
duas identificadas como positivas. Os resultados obtidos para o numero de cépias

deste evento sdo discutidos mais adiante.
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5.3.2 Numero de Codpias do Transgene via RT-qPCR e Southern Blotting

A soja apresenta genoma diploide (2n=4x=40), logo, a analise dos
resultados deve ser cautelosa, pois o que se esta quantificando pela técnica de
quantificacéo relativa é na verdade a quantidade do transgene em relagdo ao
calibrador endégeno. Isso quer dizer que se as amostras GMs apresentassem Ct's
iguais ao calibrador, teriam as duas coépias alélicas. Nas plantas transformadas,
geragdo Ty, sabe-se que o numero de copias € 0 mesmo que O numero de
insergdes, pois o transgene esta em hemizigose. Ja para sua descendéncia (T;)
pode-se inferir o numero de coépias de acordo com sua zigosidade, dado que so6
pode ser confirmado com a analise da geragdo T, observando se a prole é toda
homozigota pela presenga do transgene, ou comparando com dados de Southern e
discutindo as possiveis correlagdes.

Em muitos trabalhos o termo inserto se refere a presencga fisica de
um cassete de expressao no genoma, por exemplo, uma planta dipléide homozigota
com duas copias tem na verdade quatro insertos (podendo estar no mesmo locus ou
em loci diferentes), e uma planta hemizigota com duas cdpias tem dois insertos (da
mesma forma, mesmo locus ou em cromossomos distintos). Apos a autofecundagéao
de uma planta T, hemizigota com dois insertos (duas cépias), a planta T, pode ter
cinco possiveis numeros de inser¢des, se ndo houver duplicagdes e rearranjos: 0, 1,
2, 3 e 4. Os resultados de RT-qgPCR pelo método 27! para esta geracao revelaria
nenhum transgene (0), metade (1), o mesmo (2), um e meio (3) ou duas vezes (4)
mais quantidade de transgene do que o calibrador endégeno com uma cépia
(Bubner & Baldwin, 2004). Ou seja, o resultado apresentado € em quantidade de
transgene, e n&o expresso em numero exato de copias, sendo necessario interpretar
bem os dados e compara-los com os resultados de Southern e da segregacgao a
partir da geragao T,.

Plantas que possuem a mesma quantidade de transgene que o
calibrador (duas copias alélicas) ndo sao necessariamente plantas com uma cdépia,
elas podem ser hemizigotas para dois loci. Assim, andlises de segregagao com as
sementes T, devem ser realizadas para confirmar se uma planta com dois insertos &

homozigota (todas as sementes T, serdo positivas) ou hemizigotas para dois loci
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(proporcao da segregacao de 15:1). No caso de linkage préximo dos dois loci
hemizigotos, a proporcao da segregacao devera ser 3:1 (Bubner; Baldwin, 2004).

Outro dado importante que deve ser levado em consideragéo é o
Desvio Padrao, pois as triplicatas realizadas nos experimentos podem variar muito
seus Ct’s, 0 que induziria a resultados ndo muito precisos, chegando até uma copia
de diferenca. Bubner e Baldwin (2004) estabeleceram esse valor em nao mais que
0,3 para as triplicatas. Porém, a qualidade do DNA extraido para as analises pode
nao ser muito boa quando se trabalha com extracdes massivas, o que interfere um
pouco no desvio. Logo, a acuracia de Ct's com desvios acima de 0,3 vai diminuindo
(Bubner; Baldwin, 2004). A magnitude dos Ct’s também influencia no desvio, assim
€ necessario padronizar bem a reag¢ao para o anelamento dos primers e quantidade
de DNA, sendo ideal que os Ct’s nao ultrapassem 25.

Os resultados de eficiéncia dos conjuntos de primers utilizados
indicaram que a eficiéncia de amplificagcéo foi de 98% para o transgene AtAREB1 e

95% para o gene GmLec (Figura 9).

Fig. 9 — Determinacédo da eficiéncia do sistema multiplex TagMan para os alvos
AtAREB1 e endogeno GmLectina.

Eficiencia Multiplex - AREB1 e GmLec (300 nM primer e 250 nM sonda) - BR-16
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Uma amostra GM foi diluida serialmente 4X e as diferentes diluigdes foram amplificadas em sistema
multiplex para os alvos e o endégeno. Os valores de Ct foram plotados em fungdo do logaritmo da
diluicdo. O eixo y corresponde aos valores de Ct e eixo x log da diluicdo. a) Estimativa da eficiéncia
do gene AtAREB1 com slope = 3,3655. b) Estimativa da eficiéncia do gene GmLec de referéncia
endogena com slope = 3,4325.

Na Tabela 6 sado apresentados os resultados da quantidade de

transgene introduzidos na soja para os eventos positivos. As plantas T, estédo



80

destacadas em cores seguidas pelas plantas da geragcdo T, de seu respectivo
parental. Para os eventos A2856 e A2058 nao foi possivel determinar o numero de
copias do transgene para a geragao Ty e T4, respectivamente, pela técnica de RT-
gPCR. Para o evento A3019, ndo havia material bioldgico suficiente para coletar e
desenvolver a metodologia, conforme comentado no topico anterior. Os resultados
dos Ct’s estdo em Anexo, mostrando que poucos eventos tiveram seu desvio padrao
acima de 0,3; e também que somente para o gene endogeno lectina nas amostras
T4 do evento A2057, os valores de Ct passaram um pouco de 25, sugerindo uma

desorganizagado do genoma conforme sera discutido mais adiante.

Tabela 6 — Numero de cépias (quantidade de transgenes) obtidas de acordo com o

método 22 via RT-gPCR para sete eventos de soja em geragao Ty e
seis eventos em geracao T4 contendo a construcéo 35S:AREB1.
Quantidade de Quantidade de Quantidade de
Eventos o Eventos Eventos
transgenes b transgenes transgenes
A2889To 3 A2 T, 5
2889.02 3 24.03 3 2904.09 9
2889.03 2 24.04 6 2904.10 8
2889.04 4 24.06 6
2889.05 3 24.07 5 2057.02 443
2889.06 4 24.08 5 2057.03 25
2889.07 3 24.09 ] 2057.05 159
2889.08 4 24.10 5 2057.06 69
2889.09 3 24.11 3 2057.07 22
2889.11 4 24,13 ] A2002 Ty 3
2889.12 3 24.16 6 2992.01 30
A2856 To ND ¢ 24.18 3 2992.02 10
A2856.10 16 24.19 3
_ 24.21 5
- - 24.22 3

a, As plantas abaixo do evento em destaque sdo da geragao Ty;

b, Comparado com o gene enddégeno GmlLec (duas copias alélicas). O valor usado na somatéria
das eficiéncias foi de 1,94;

¢, Nao Determinado.

Para o evento primario de A2889, a técnica de RT-gPCR detectou
trés copias, ou seja, um e meio mais quantidade de transgenes do que o calibrador
endodgeno lectina, considerando que a comparacéao € feita com duas copias alélicas
da referéncia enddgena. Isso pode significar que a planta possui uma ou duas
copias por genoma haploide (n), independente se cada copia esta em hemi- ou
homozigose.

Analisando a geragao T; dessa mesma planta A2889, e comparando

com os dados obtidos por Southern (Figura 10b), pode-se inferir que este evento
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apresenta uma unica insergao, pois observa-se um padréo de banda unica e similar
em todos os eventos provenientes da geragcao T1. Comparando-se ainda os dados
de Southern com os resultados de RT-qPCR, é possivel inferir que este evento
apresenta uma ou duas copias, possivelmente com cdpias em tandem caso seja
hemizigota, ou duas a quatro cépias alélicas caso seja homozigota. Porém, essas
interpretacbes s6 podem ser confirmadas com a analise de segregacao da geragao
T,. Pela analise da proporgéo de segregacao deste evento em T1, o gene AtAREB1
segregou de acordo com Mendel na proporgao de 3:1 (Tabela 7), sugerindo que sua
integracdo foi no mesmo locus génico e seu comportamento de um unico gene
dominante (Zhao et al., 2007).

Fig. 10 — Southern blot das plantas de soja geneticamente modificadas com a
construcdo génica 35S:AREB1. a) Hibridizacdo de sete eventos da
geragédo T,. b) Hibridizagdo dos trinta e quatro eventos da geragao T;.
Controle negativo = BR16.
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Tabela 7 — Proporgao da segregacao do gene AtAREB1 em geragao T4 dos seis
eventos GMs obtidos com a constru¢ao 35S:AREB1.

Proporgio
Totalde  Positivas  Negativas  Total / 4 Fe da 22 P (%)
plantas T, (Fo) segregacdo
A2889 12 10 2 3 9 31 0,1111 NS
A24 23 14 9 5,75 17,25 ~3:2 0,6123 NS
A2057 7 5 2 1,75 5,25 3:1 0,0119 NS
A2904 13 2 11 3,25 9,75 1:3 6,1603 S
A2992 4 2 2 1 3 1:1 0,3333 NS
A2856 15 1 14 3,75 11,25 1:15 9,3389 S

Legenda: Fo = Frequéncia observada; Fe = Frequéncia esperada; x2 = Fo-Fe’/Fe; NS = Nao
Significativo/ S = Significativo.
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Da mesma forma, quando os dados obtidos por RT-gPCR e por
Southern para o evento A24 foram comparados, os resultados mostraram coeréncia
apos as interpretagdes (Tabela 6 e Figura 10). Na planta Ty desse evento, cinco
cépias foram detectadas pelo método de quantificagéo relativa, ou seja, duas vezes
e meio mais quantidade do gene exdégeno do que o gene calibrador endégeno.
Desconsiderando as possibilidades de zigosidade, o evento A24 possui em seu
genoma trés copias por genoma haploide; ou, dentre algumas possibilidades
considerando sua zigosidade, poderia ter duas cépias em homozigose e uma outra
em hemizigose (cinco copias).

Analisando o resultado de Southern para esse evento, distinguimos
trés insertos na planta primaria, padrdo que se repetiu de forma similar para toda a
geragao T4, assim como a quantidade de transgenes detectada pelo RT-gPCR entre
as duas geragdes, com alguns eventos chegando a ter trés vezes a quantidade de
transgenes do calibrador (seis copias). Provavelmente estes eventos apresentem
trés copias, com seis copias alélicas (se homozigotos) ou trés copias em
hemizigose. A proporcdo de segregacdo deste evento também demonstrou
segregacdao Mendeliana (Tabela 7) com heranga dominante do transgene,
provavelmente para mais de um loci, porém, proximos entre si.

O evento A2904 também foi caracterizado com um numero
relativamente baixo de copias, sendo que para a planta transformada (To), o
resultado de RT-qPCR detectou também duas vezes e meio mais quantidade de
transgene do que o calibrador (Tabela 6), dado coerente também com o resultado de
cinco inser¢des detectado pelo Southern (Figura 12a). O que o torna um evento
mais complexo € o fato desta planta provavelmente possuir cinco insercdes em
diferentes loci. A proporcdo de sua descendéncia ndo esta de acordo com o
esperado (Tabela 7), o que sugere a ocorréncia de rearranjos ou duplicagdes, como
pode ser observado pela diferenga das quantidades de transgenes nos dados de
RT-gPCR. Este dado ndao pode ser confirmado utilizando a técnica de Southern,
visto que somente para uma das duas plantas T1 (A2904.09) obtivemos boa digestédo
do material gendmico (Anexos). A proporcao de 1:3 (transgene para tipo selvagem)
sugere a integragcao dos transgenes em diferentes loci génicos, possivelmente

eventos hemizigoticos (entre trés e cinco copias) com duplicagdes.
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Outro importante evento caracterizado foi o A2057, considerado
promissor para estudos comparativos de expressao e possivelmente silenciamento
génico. Este material foi o que apresentou o maior numero de copias pelos
resultados de RT-gPCR, sendo que dois eventos em T4 apresentaram quantidades
de transgenes superiores a 100 (Tabela 6). Nao foi possivel quantificar os insertos
que se integraram na geragao TO ou geracéo T, deste evento por Southern (Figura
10), mas provavelmente foram acima de 10 cépias, dado corroborado pelos dados
de quantificagdo relativa. Fenotipicamente, o evento A2057 apresentou porte
reduzido (dwarf phenotype — fendtipo anao) tanto para a planta transformada (Ty)
quanto para as plantas da geracao T1 (dados ndo mostrados). Esta caracteristica de
comprometimento do desenvolvimento e metabolismo da planta € muito comum em
PGMs com copias excessivas do transgene inserido, pelo efeito posicional da(s)
insercao(¢oes) que podem comprometer genes do metabolismo primario ou ainda
pela atividade constitutiva do promotor 35S (Kim et al.,, 2004), além de outros
possiveis desarranjos nos cromossomos. Por extensdo, esse evento nao gerou
muitas sementes T4 se comparado aos outros eventos Ty, que apresentaram baixo
numero de copias (Tabela 5). Interessantemente, o evento segregou de forma
Mendeliana (Tabela 7).

Quando o evento A2058 (obtido no mesmo dia de transformacgao
que A2057) foi analisado, observou-se que a planta T, também se desenvolveu
muito pouco e produziu poucas sementes, ndo transmitindo o gene exdgeno para
sua descendéncia (Tabela 5), sugerindo também alguma forma de efeito posicional
na regidao genémica de sua(s) insercao(gdes), sendo assim perdido de uma geragao
para outra. Pelos dados de RT-gPCR, essa planta apresentou doze vezes mais
quantidade de transgene, possivelmente seis copias (Tabela 6). Embora se observe
trés ou quatro bandas na hibridizagdo deste evento por Southern (Figura 10a), n&o
foi possivel avalia-lo de forma precisa pois a baixa qualidade do DNA (Anexos)
comprometeu a quantificacdo do numero de insercoes.

As plantas A2992 e A2856 foram consideradas de dificil
interpretacdo, sendo impossivel inferir muitos dados quando as duas técnicas foram
comparadas devido a baixa qualidade dos materiais biolégicos (Anexos). A planta
transformada do evento A2992 apresentou por RT-gPCR trés vezes mais

transgenes que o gene enddgeno, ou uma copia e meia, numero que se multiplicou
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para sua geragao T4 (Tabela 6). Observando sua segregacao, pode-se dizer que o
transgene segregou Mendelianamente na proporcdo de 1:1 (Tabela 7), mas
comparando os dados de ambas metodologias fica dificil inferir com certeza quantas
copias seus descendentes possuem no genoma. E comum que ocorram
discrepancias quando rearranjos complexos acontecem no genoma hospedeiro. Ja
para o evento A2856, o evento T, apresentou trés inser¢cdes por Southern, no
entanto n&o foi possivel quantificar este evento por RT-qPCR devido a falta de
material biolégico para testar. Sugere-se que esta planta tenha apresentado pelo
menos trés copias que segregaram de maneira bastante complexa e nao-
Mendelianamente (Tabelas 6 e 7). Também ndo foi possivel comparar
eficientemente ambas as técnicas utilizadas devido a falta de material ou baixa
qualidade da digestdo (Anexos). Fenotipicamente, o desenvolvimento desta unica
planta T, do evento A2856 nao foi comprometido (dados nao mostrados), como seria
esperado analisando os resultados de RT-qPCR, que indicou pelo menos a
presencga de oito cdpias no genoma deste evento.

O numero de copias inserido por biobalistica variou de poucas até
incontaveis cdpias, e comparando os dados de RT-qPCR e Southern (Tabela 8) os

resultados foram coerentes apos as devidas interpretacoes.
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Tabela 8 — Comparagao das técnicas de quantificacdo de numero de copias e
insertos em plantas de soja GM contendo o gene AtAREB1, excluindo
interpretacdes sobre a zigosidade dos eventos.

Quantidade | |nser¢des | Numero Quantidade | Inser¢des | Numero
Eventos de por de Eventos | detransgenes por de
transgenes | ¢o,thern copias porRT-aPCR | southern copias
por RT-qPCR
2889.02 3 1 1-2 2904.09 9 3-5 3-5
2889.03 2 1 1 2904.10 8 ND 3-5
2889.05 3 1 1-2 2057.02 443 ND >10
2889.06 4 1 2 2057.03 25 ND >10
2889.07 3 1 1-2 2057.05 159 ND >10
2889.08 4 1 2 2057.06 69 ND >10
2889.09 3 1 1-2 2057.07 22 ND >10
2889.12 3 1 1-2 - - - -
A24 T, 5 3 3 A2992 T, 3 ND ND
24.03 5 3 3 2992.01 30 ND ND
24.04 6 3 3 2992.02 10 ND ND
24.06 6 3 3 A2856 To ND 3 3-?
24.07 5 3 3 A2856.10 16 ND 8
24.08 5 3 3
24.09 6 3 3
24.10 5 3 3
24.11 5 3 3
24.13 6 3 3
24.16 6 3 3
24.18 5 3 3
24.19 5 3 3
24.21 5 3 3
24.22 5 3 3

a,ND = Nao Determinado.

5.3.3 Expresséao Relativa de AtAREB1 em Relagdo ao Gene Endogeno Gmg-actina

Pela presenca no cassete de expressao de um promotor CaMV 35S,
fortemente reconhecido pelo complexo basal de transcricdo, € esperado que o
transgene apresente uma super-expressao (Up-regulated) quando comparado a um
gene de expressdo basal constitutivo (normalizador). Os genes AtAREB1 e Gmg-

actina amplificaram com eficiéncias proximas, de 80 e 88%, respectivamente (Figura
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11), e sem ocorréncia de dimeros de primers ou amplificagdo de produtos
inespecificos conforme observado na curva de dissociagdo da reagao (Anexos).
Todos os eventos GMs testados foram up-regulados, sendo que
A2889, A24, A2904 e A2856 tiveram as maiores expressdes do transgene em
relacdo ao normalizador (Figura 12). Dentro dos descendentes de A2889 algumas
amostras expressaram mais que outras, assim como para o evento A24. Isso pode
ser devido a varios fatores, dentre eles a segregacgéo independente de cada evento,
do efeito posicional ou também pela zigosidade da planta, considerando que
linhagens homozigotas possam ter expressdes maiores do transgene. A planta
A2856.10 apresentou uma alta expressao relativa do gene exdégeno, e considerando
a possibilidade da presenca de oito copias que ndo segregaram Mendelianamente
(Tabelas 6 e 7), este resultado sugere que suas copias néo tenham sido
influenciadas nem pelo efeito posicional e nem mesmo por possiveis silenciamentos

devido a metilagdes em sua regido de insercao (TGS).

Fig. 11 — Eficiéncia dos primers de AtAREB1 e Gmp-actina utilizados para a
normalizacdo da reacdo de quantificacdo da expressdo relativa dos
eventos da geragao T4 obtidos pela técnica de RT-qPCR.
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Fig. 12— Comparacao da expressao génica relativa do transgene AtAREB1 na
geracao T4 dos seis eventos obtidos em relagdo ao calibrador (A2992.01),
sem inducgao de estresse. A expressao do transgene foi normalizada com
o gene Gmp-actina e calibrada com o evento A2992.01 pela menor
expressao relativa dentre os eventos obtidos. As analises foram
realizadas com teste T a nivel de significancia de 5%.
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A menor expressao relativa dentre os eventos, de acordo com o
esperado pelos dados obtidos com o numero de copias e segregacgao foi do evento
A2057 (Figura 12). Pela presenga de inumeras copias, possiveis rearranjos,
duplicagdes e efeitos de posicédo, sua expressao relativa foi muito baixa comparada
com os outros eventos (com excegao de A2889.04 e A2889.07). Além disso, pode-
se inferir que os mecanismos de silenciamento, seja ele PTGS ou TGS, podem
talvez ter contribuido para este resultado. Ainda que um “escape” tenha ocorrido,
sua expressao € baixa em relagdo as outras plantas analisadas. Este evento pode
ser considerado um bom gendétipo para estudos de silenciamento génico e de
expressdo de genes presentes dentro dessa rede regulatéria, comparando-o com
outros eventos candidatos (35S:AREB1) e com o controle (BR16 nao transformada).
Outro evento com expressao génica relativa baixa foi o A2992, sendo que A2992.01
teve de fato a menor expressédo dentre todos os seis eventos obtidos (Figura 12) e
foi utilizado como calibrador para a analise dos resultados. O evento A2889.07 que
também apresentou baixa expressdo do transgene pode ainda ser considerado

interessante para estudos de efeito posicional e/ou silenciamento, com a ressalva de
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que este apresentou uma ou duas coOpias apenas do transgene, o que poderia

implicar em diferentes modos de ag¢ao do silenciamento.

5.3.4 Analises da Producido de Sementes dos Eventos Obtidos

Todos os seis eventos GMs em geragcdao T1 contendo o gene
AtAREB1 (A2889, A24, A2904, A2057, A2992 e A2856) produziram uma boa
quantidade de sementes T, (Tabela 9), somando um total de 1059 sementes T, a
serem estudadas quanto a heranga e segregacao dos transgenes. De modo geral,
esperava-se uma baixa produtividade de sementes pelo fato do transgene estar sob
atividade constitutiva (promotor 35S), implicando um gasto de energia muito alto da
planta, apesar de as plantas ndo possuirem fendétipo ando (exceto eventos T¢ de
A2057). O evento candidato mais promissor A2889 teve uma média de produgcdo um

pouco abaixo da A24.

Tabela 9 — Tabela relacionando a quantidade de sementes produzidas na geragéo
T, proveniente dos seis eventos T1 contendo o gene AtAREB1 em soja.

Evento |sementes T;|T: positivas| sementes Tz Eventos |sementes T, |T: positivas| sementes Tz Eventos |sementes T, |T: positivas| sementes Tz
A24 23 14 A2BR9 12 10 5
24.03 41 2889.02 58
24.04 18 2889.03 23
24.06 28 2889.04 27
24.07 37 2889.05 21
24.08 44 2889.06 30
24.09 34 2889.07 18
24.10 45 2889.08 30 2002.01 31
24.11 31 2889.09 41 2992.02 24
24.13 43 2880.11 44 A2856 | 15 1
24.16 26 2880.12 37 2856.10 35
24.18 13 13 2
24.19 24 38
24.21 56 44
24,22 24

469 + 411 + 179
Total = 1059
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6 DISCUSSAO

Em experimentos que visam analisar genes presentes dentro de
redes regulatérias e cascatas de expressado génica, € necessario que se tenha
informacdes moleculares basicas sobre os eventos a serem avaliados. Neste
trabalho, selecionamos trés eventos considerados os melhores candidatos a futuros
testes de expressdo génica com base nos resultados obtidos. S&o eles A2889, A24
e A2057. Dentre estes trés, A2889 e A24 apresentaram poucas copias do transgene
na geragao T4, segregando de forma Mendeliana e com elevada expressao relativa
do gene de interesse. Estresses hidrico e osmoético previstos em experimentos
complementares a esse trabalho permitirdo checar a expresséo de varios genes up-
e downstream pelo fator de transcricdo AtAREB1 inserido na soja, sendo ele mesmo
responsavel pela ativagcdo de muitos desses genes. A presenga de poucas copias é
importante em estudos de expressao, pois muitas cdpias podem levar a desarranjos
cromossOmicos, silenciamento e outros efeitos que acabam dificultando a
interpretacao da real interacédo entre as moléculas. Além disso, sob uma situacéo de
estresse os genes enddgenos da soja também estariam sendo ativados, existindo a
possibilidade de uma competicdo de varias moléculas pelo ABA, ou possivelmente
até uma cooperacao entre os fatores bZIPs.

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que o numero de cépias
variou de poucas copias para alguns eventos (A24, A2889, A2904) até dezenas e
centenas inseridas em outros eventos (A2057). Os eventos com baixo numero de
copias e alta expressao relativa selecionados foram o A2889 e A24, com uma ou
duas e trés copias, respectivamente. Este resultado indica que a biobalistica ainda
pode ser considerado um método simples e eficaz de ser utilizado, gerando eventos
com baixo numero de copias, mas também com inumeras coépias. Por meio de
analise visual observou-se que, com exceg¢ao do evento A2057, o desenvolvimento
dessas PGMs 35S:AREB1 néo foi significativamente afetado se comparado a BR16
(controle), embora analises de crescimento fossem necessarias para afirmar qual a
correlacao estatistica dessas diferencas.

Alguns dos eventos tiveram uma proporgdo de segregagcdo mais
complexa, sendo que a integracdo de multiplas cépias, perdas de transgenes e a

interacdo da expressao génica, constituem um dos principais motivos para isso
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ocorrer (Zhao et al., 2007). A natureza do genoma hospedeiro, do transgene e das
interacdes entre eles também parecem contribuir para a segregacdo nao-
Mendeliana dos transgenes (Yin et al., 2004).

O método de quantificacdo relativa comumente encontrado na

2-AACt (

literatura € o que utiliza a férmula Livak & Schmittgen, 2001), porém, neste

trabalho uma derivagdo dessa formula (método 2%

foi utilizada para determinagao
do numero de coépias do transgene. Neste método n&o € necessaria a calibragéo
com uma amostra previamente caracterizada com uma copia por genoma hapldide,
pois se utiliza o proprio gene enddégeno (com uma cépia e homozigoto) como
calibrador. Os resultados apresentados sugerem que esta metodologia € eficiente,
desde que validadas por um bom delineamento da reagdo e posteriormente por
Southern (para numero de cépias). Para fins de um screening inicial, categorizagao
e selegcado de eventos com diferentes numeros de copias essa € uma metodologia
eficiente para ser aplicada, sem a necessidade de um calibrador conhecido.
Considerando os resultados obtidos, trés eventos candidatos foram
selecionados avaliando-se ndo somente o numero de cépias mas também o nivel
relativo de expressao génica. Estes dados sdo importantes para testar os genes da
cascata ABA-dependente em plantas de soja GMs sob estresse hidrico e aplicagcao
de ABA, uma vez que se espera a super-expressao do transgene modulado sob a
atividade do promotor constitutivo CaMV 35S. Os eventos selecionados sdo A2889 e
A24, previamente selecionados também pelo numero de copias, e A2057, com
coOpias excessivas do transgene AtAREB71. Esses trés eventos possuem o mesmo
background genético (BR16), porém, sdo contrastantes em termos de desarranjos
nos loci de inser¢cado do(s) transgene(s), o que os tornam interessantes em termos
comparativos. Por exemplo, eventos T4 A2889 e A24 possuem entre uma e trés
copias, sendo que muitos deles possuem alta expressao relativa; ja eventos da
geracdo T1 de A2057 carregam inumeras copias com expressao relativa muito
menor. Provavelmente, os genes presentes dentro dessas redes regulatorias
dependentes de ABA devam responder em diferentes niveis moleculares,
agrondmicos e fenotipicos dentro de cada gendtipo, mostrando a importancia ou nao
do transgene ser super-expresso, levando-se em consideragdo competicbes ou co-
operagdes dentro do genoma hospedeiro. Para comparar os dados efetivamente,

ainda foram selecionados trés linhagens de cada evento pelo nivelamento de suas
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respectivas expressdes génicas relativas. Assim, se houver discrepancias entre as
respostas obtidas nos resultados sabemos que isso ndo sera devido a diferenca de
expressao dos transgenes. Dentro do evento A2889 foram escolhidas as sementes
06, 09 e 12; para A24, as sementes 03, 06 e 19; e 05, 06 e 07 para o evento A2057.

A busca de estratégias moleculares para diversas culturas de
importancia agrondmica tem se expandido muito desde o inicio dessa terceira fase
de PGMs. A engenharia genética que visa obter plantas com tolerancia a seca
manipula um traco muito complexo, tendo em vista o conhecimento prévio da
existéncia de inter-relagdes (cross-talk) entre diversas vias regulatorias de outros
estresses abiodticos, como o calor, o frio e a salinidade. Gao e colaboradores (2011)
super-expressaram o gene GmbZIP1 em trigo, tabaco e Arabidopsis, e nessas
plantas constataram um aumento da tolerancia ao déficit hidrico e a outros estresses
abidticos. Os autores consideraram o0 gene enddégeno um recurso genético
interessante para espécies tolerantes a diversos estresses. Deve-se, portanto, ainda
discutir com base nos resultados obtidos como ocorrera essa competicio,
cooperagao e/ou interagdo do gene AfAREB1 com o gene enddgeno nas plantas
obtidas.

Finalizando, como o conhecimento sobre a rede de sinalizacdo de
estresses ainda € muito limitado, um dos desafios atuais nesta area de pesquisa é
identificar e entender os elementos de sinalizagdo desconhecidos dentro dos
modelos de vias regulatdrias ja descritos (Yang et al., 2010). Com esses desafios a
serem superados, sera possivel elaborar uma forte estratégia na obtencéao futura de
plantas de soja mais tolerantes ao estresse hidrico, sem comprometer seu
desenvolvimento e produgdo; assim como sem desequilibrar outras vias de
tolerancia abidtica, e mesmo bidticas. Esta é, inclusive, uma caracteristica prevista
para a proxima geracao de PGMs, onde o ganho de fungbes obtido com as trés

primeiras geragdes poderéo ser agregados em um unico genotipo.
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CONCLUSOES

O protocolo de transformagdo genética via biobalistica se mostrou eficiente
dentro das expectativas para este tipo de experimento (eficiéncia de
transformacgao de 0,75%);

O cassete de expressdo pBI35SQ:AtAREB1 (35S:AREBT) foi inserido com
sucesso em seis eventos independentes e estaveis dentro do genoma da soja,
sendo avaliado também na geracéo Ty;

A quantificagdo do numero de copias por duas técnicas diferentes da biologia
molecular pode ser comparada e apos as devidas interpretagdes se mostraram
coerentes; além disso, uma derivag&o da férmula comumente para metodologia
de quantificacao relativa por RT-gPCR foi utilizada, onde em substituicdo a um
calibrador previamente caracterizado com o gene de interesse, utilizamos o
préprio gene de referéncia endoégeno;

A proporgao de segregacao para a geragao T4 foi analisada e quatro dos seis
eventos GMs segregaram Mendelianamente;

A expressao relativa dos transgenes pode ser comparada ao gene de
referéncia enddgeno pela atividade constitutiva induzida pelo promotor CaMV
35S;

Trés eventos GMs candidatos foram selecionados levando-se em consideragao
os melhores resultados obtidos e o delineamento experimental comparativo
idealizado para experimentos posteriores;

Trés sementes da geragao T, de cada um dos trés eventos candidatos foram
selecionadas com base no nivelamento de suas expressdes relativas para
futuros experimentos;

Novos estudos abordando parametros fisioldgicos, agronémicos e o nivel de
expressdo de genes da rede regulatéria ABA-dependente serdo realizados
visando a obtencdo de dados complementares quanto a um possivel aumento
da tolerancia a condi¢des de déficit hidrico nas plantas de soja contendo o gene
AtAREB1.
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7.1 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em razdo da grande quantidade de eventos positivos para o
transgene AtAREB1 ainda disponivel para se trabalhar, pretende-se testar as
sementes T, dos descendentes dos trés eventos candidatos quanto a zigosidade e
também pela presenca ou auséncia de AtAREB1. Com essas plantas GMs, alguns
genes da cascata ABA-responsiva de soja serdo analisados sob tratamentos de
estresse hidrico e aplicacdo de ABA. Dentre os genes escolhidos, o proprio
transgene inserido AfAREB1 sera analisado, e ainda as proteinas da classe LEA,
RD29B, RAB18, AIL1; a fosfatase Glyma14937480; a quinase Glyma02915330; o
gene ortélogo Glyma02g14880 (GmbZIP1); e dois outros genes putativos que
codificam para proteinas bZIPs em soja, um deles sendo um homodlogo né&o
publicado de GmbZIP1 (Glyma079g33600) e o outro um fator GmbZIP
(Glyma13g22060) nao anotado e de classe diferente (provavelmente classe G dos
fatores bZIPs). Estes resultados serdo essenciais para a publicacdo de pelo menos

dois artigos atuais e de relevancia cientifica.
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Tabela 10 — Solugdes usadas nas reagdes de Southern.

Solugbes Volumes para 1L Concentragio

Solugfio de depurinagio
HCl concentrado 17 ml 0.2 M
Agua destilada 983 ml

Solugdo de desnaturagio
NaOH 200¢g 0.5 M
MaCl 87.7¢g 15M
ddH20 até o volume final

Solugfio de neutralizagio

Tris Base 1211 g iMm
MaCl 175.4 g 3M
pH 7.0 com HCl concentrado

20x55C
MaCl 175.3 im
Na-citrate 88.2 0.3 M

ddH20 até o volume final

Fig. 13 — Digestdo do DNA gendmico de sete plantas de soja geneticamente
modificadas contendo a construgdo 35S:AREB71. a) Reagao de digestao
realizada com a enzima Hindlll em sete amostras da geragéo T,. b)
Reacao de digestao realizada com a enzima Hindlll em todos os trinta e
quatro eventos da geragao T;. BR16 = Controle positivo.

B
igestdo com Hind Il (355:AREB1 - T Digestdo com Hindiil (355:AREB1 - T.)

=P

A2856.10
A2992.01
A2992.02
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Fig. 14 — Curva de dissociagcdo da reacado de eficiéncia dos primers usados na
quatificagdo relativa dos transgenes por RT-gPCR.
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Tabela 11 — Valores dos Ct’s das amostras amplificadas para o calculo de numero
de copias para a geragao To.

Amostras Ct's Desvio Padrdo ACta | macts | 2AAct
AtAREB1 | Gmlec |ALAREB1| Gmlec

21,07 23,63 2.56

24 FL 21,04 23,62 0,0 0,3 2,58 2,43 5
21 23,14 2,14
19,07 26,01 6,94

19,07 24,9 0,0 0,8 _s.83 -6,06 55
19,15 24,55 5,4
20,41 24,92 4,51

20,15 23,65 0,1 0,7 3,5 3,78 12
20,28 23,62 3,34
21,76 23,96 2.2

2889-FL | 21,87 23,28 0,1 0,6 141 1,61 3
21,58 22,8 1,22
20,78 23,17 2,39

20,52 22,96 0,2 0,2 2,44 2,36 5
20,5 22,76 2,26
22,93 24,49 1,56

2002 FL | 23,03 24,45 0,1 0,2 142 1,44 3
22,82 24,17 21,35

a, Média de Ct’s do alvo — Ct’s do enddgeno;

b, Média dos

ACt's.
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Tabela 12 — Valores dos Ct’s das amostras amplificadas para o calculo de numero

de copias para a geragao T;.

Amostras Ct's DesvioPadrdo | oo | macts | 2nact
AtAREB1| Gmlec | AtAREB1| Gmlec

1973 | 22,04 2,51

20.03 | 1989 | 2204 0,1 0,1 245 | -2,49 5
19,83 | 22,34 2,51
19,78 | 22,17 22,39

20.04 | 2032 | 22,69 0,2 0,2 237 | -2.35 5
20,27 | 22.56 2,29
19,43 | 22,02 2,59

2006 | 1991 | 2249 0,2 0,3 2,58 | -2,60 6
19,79 | 22,41 2,62
19,93 | 22,48 2,55

2007 | 20,01 | 2227 0,1 0,1 226 | -2,39 5
20,08 | 22,44 2,36
19,65 | 221 -2,45

2008 | 2011 | 22.% 0,2 0,2 215 | -236 5
20,04 | 22,53 2,49
20,14 | 23.02 2,88

2400 | 2053 | 23,19 0,2 0,1 2,66 | -2,73 6
204 | 23,02 2,64
19,34 | 21,68 2,34

2410 | 2021 | 2268 0,4 0,5 247 | -2m 5
19.85 | 22,35 25
20,08 | 22,31 2,23

2011 | 2017 | 226 0,1 0,2 243 | -242 5
20,02 | 22.61 2,59
20,07 | 22.61 2,54

2013 | 2013 | 2284 0,1 0,2 271 | -2.68 6
20,24 | 23,03 2,79
2045 | 23,08 2,63

2416 | 206 | 23,34 0,1 0,1 274 | -2.64 6
2072 | 23,27 2,55
1974 | 22,26 2,52

2018 | 1993 | 2245 0,1 0,1 252 | -257 5
19,89 | 22,55 22,66
19,88 | 22,39 2,51

2019 | 2047 | 2301 0,3 0,3 250 | -2,55 5
20,28 | 22.88 2.6
2013 | 227 2,57

2821 | 2091 | 2345 0,4 0,4 250 | -2,55 5
20,66 | 23,21 2,55
2017 | 22,52 2,35

2422 | 2027 | 2292 0,2 0,2 255 | -2,46 5
2047 | 22,94 2,47




Tabela 12 — Continuagao.

a, Mé
b, Mé

Amostras s Desvio Padrio ACta | mACtb | 2n-Act
AtAREB1 | Gmlec | AtAREB1 | Gmiec
21,61 | 23,13 1,52

2889.02 | 2152 | 22,85 0,0 0,1 1,31 | -141 3
21,63 | 23,02 1,29
21,16 | 22,51 1,35

228003 | 21,19 | 22,53 0,1 0,0 1,34 | -1 2
21,08 | 2248 1,4
20,58 | 22,67 2,09

2889.04 | 20,724 | 22.81 0.1 0.1 2,07 | -2,09 a
20,64 | 22,76 212
20,99 | 22,55 1,56

2880.05 | 2131 | 22,82 0,2 0,2 1,51 | -147 3
21,23 | 22,57 1,24
21,14 | 232 2,06

2889.06 | 2145 | 236 0,2 0,2 214 | -2,08 a
21,29 | 23,23 2,04
20,86 | 22,28 1,42

2880.07 | 20,99 | 22,45 0,1 0,2 146 | -141 3
20,74 | 221 1,26
204 22,48 2,08

2889.08 | 2054 | 22,49 0,1 0,0 1,95 | -2,09 a
20,33 | 22,56 2,23
22,33 | 23,74 1,41

2889.00 | 2237 | 23.85 0,1 0,1 148 | -142 3
22,23 23,6 1,37
21,71 | 23,09 1,28

2889.11 | 224 24,01 0,4 0,5 161 | -1,39 3
22,39 | 23,58 1,19
20,39 | 22,29 2

2889.12 | 2169 | 23,93 0,7 0,8 224 | -213 a
20,93 | 23,09 2,16
16,49 | 24,39 8,4
17,05 | 26,61 0,3 1,0 9,56 | 9,20 443
16,96 | 26,59 29,63
18,02 22,9 4,87
19,24 | 2413 0,7 0,7 489 | -485 25
19,19 | 23,98 4,79
17,39 | 24,76 7,37
18,56 | 26,45 0,6 0,9 7,89 | -7,65 159
18,33 | 26,02 7,69
17,62 | 24,22 -6,6
18,83 | 2513 0,7 0,5 6,3 -6,28 69
18,64 | 24,89 -6,25
19 23,59 4,59
19 23,67 0,0 0,2 467 | -4,69 2
19,08 | 23,88 -4,8
20,02 23,3 23,27
20 23,2 0,0 0,1 3,2 3,30 9
20,06 | 2348 3,42
20,42 | 23,62 3,2
20,4 23,5 0,2 0,3 3,1 3,23 g
20,68 | 24,06 3,38
19,04 | 24,67 5,63

2092.01 [ 19,02 | 23,93 0,1 0,5 491 | -514 30
18,84 | 23,72 4,88
20,04 | 23,55 3,51

2002.02 | 20,07 | 23,52 0,0 0,0 345 | -3.46 10
20,05 | 23,46 3,41
2012 | 24,37 4,25

2856.10 | 20,17 | 24,38 0,0 0,1 421 | -418 16
20,21 | 24028 4,07

dia de Ct’s do alvo — Ct’s do enddgeno;

dia dos ACt’s.
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