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Resumo

O melhoramento genético da soja busca, atualmente, o desenvolvimento de cultivares mais
adaptadas a condi¢cdes ambientais adversas, como periodos de seca, cada vez mais severos e
frequentes no cenario de mudancas climéticas. A forma constitutivamente ativa AtAREBLAQT
consiste em uma forma mutante do fator de transcricdo bZIP AREB1, que esta envolvido na via
ABA dependente de resposta a seca nas plantas. Estudos feitos em Arabidopsis mostraram
que a forma mutante de AREB1 aumentou a toleréncia a seca nestas plantas. Dentro deste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi inserir a construcdo génica pBI35SQ:AtAREB1AQT
(35S:AtAREB1AQT) em soja pelo método de biobalistica e caracterizar molecularmente os
eventos quanto ao nimero de copias e nivel da expressao relativa do transgene. Foi também
avaliado a segregacdo dos eventos na geracdo T,;. A caracterizagdo molecular quanto ao
numero de copias inseridas no genoma vegetal foi realizada pelo uso das metodologias de
Southern blot e PCR quantitativo (qPCR). Para andlise do nivel da expresséao relativa também
se utilizou do método de RT-gPCR. Os resultados confirmaram a integracdo do transgene no
genoma da soja em 12 linhagens independentes, no entanto, o nimero de cépias inseridas foi
diferente para cada linhagem GM obtida, considerando-se ambas as técnicas empregadas. O
transgene foi transferido para a primeira geracdo, porém a segregacdo nos eventos T; ndo
acompanhou as leis Mendelianas. A geracdo e caracterizacdo molecular dos eventos obtidos
auxiliaram na escolha de eventos promissores que serdo futuramente avaliados quanto o efeito
do transgene na cultura da soja sob condi¢des de deficiéncia hidrica.

Introducéo

Nos dltimos anos, o déficit hidrico nas lavouras de soja tem reduzido
consideravelmente os rendimentos do grdo, provocando perdas financeiras significativas aos
produtores. Em 2012, j& se fala em um aumento de 10% no preco da cultura devido a seca que
ocorreu em parte do territdrio nacional, diminuindo em até 20% a produtividade no sul do pais
CONAB (2012).

Atualmente a biotecnologia através da tecnologia do DNA recombinante se tornou mais
uma ferramenta viavel na obtencao de plantas mais tolerantes a estresses abidticos, como o
déficit hidrico. Nos vegetais, a tolerdncia a esta adversidade ambiental consiste em uma
caracteristica controlada por mdultiplos locos, tornando a adaptacdo a esta condicdo um
fendmeno altamente complexo e relativamente dificil de ser trabalhado por métodos classicos
de melhoramento genético. Nesse sentido, as plantas evoluiram para se adaptar a essas
diferentes condic¢des através do desenvolvimento de diversas estratégias de defesa, incluindo a
regulacdo da expressédo de genes envolvidos na tolerancia ao estresse (STOLF-MOREIRA et
al.,, 2011). Deste modo, em resposta a um estresse abidtico, diversas proteinas que atuam
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como fatores de transcricdo sao responsaveis por ativar ou reprimir a expresséo de genes de
respostas secundarias, resultando assim na tolerancia ao estresse (AGARWAL & JHA 2010). O
fator de transcricio AREB1AQT consiste em uma forma constitutivamente ativa do gene
AREBL1. Esse fator possui dele¢des na regido N-terminal da proteina, mas mantém em sua
construcdo o dominio conservado P (regido de ativacdo transcricional) e o dominio nativo de
ligagdo ao DNA bZIP. A superexpresséo da construgdo 35S-AREB1AQT em Arabidopsis levou
a inducdo da expressao de genes de resposta ao estresse de déficit hidrico como o RD29B,
mesmo na auséncia de ABA, além de aumentar a tolerdncia a seca nestas plantas GM
(FUJITA et al., 2005). Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo introduzir
em soja a constru¢cdo génica 35S-AREB1AQT e caracterizar molecularmente os eventos
guanto ao numero de cépias e analise da expressao relativa do transgene. A caracterizagédo
dos eventos permitiu a selecdo de eventos promissores que serdo utilizados em trabalhos
futuros para avaliar o efeito do transgene na soja em condi¢des de déficit hidrico.

Material e Métodos

Dois vetores foram co-transformadas via biobalistica na cultivar de soja BR16, segundo
0 protocolo proposto por RECH et al., (2008). O vetor pAC321 contém o gene de selegédo ahas
gue confere resisténcia ao herbicida imazapir, e o vetor pBI22135S-AREB1AQT contém o gene
de interesse. As plantas transformadas foram avaliadas por PCR convencional utilizando 3
diferentes conjuntos de primers que amplificam diferentes regiées do gene alvo. Primers para o
gene de selecdo foram também utilizados. Apds a identificacdo dos eventos positivos, as
plantas foram levadas para casa de vegetacdo para aclimatacdo e avanco de geracdo. Para a
andlise da segregacéo foi utilizado o teste do qui-quadrado.

Para andlise do nimero de inser¢des do transgene foi utilizado a metodologia de
Southern blot, sendo que o DNA foi digerido com a enzima Hindlll e em seguida foi hibridizado
com uma sonda de DNA radioativo correspondente ao transgene, que foi preparada por
amplificagbes por PCR. A gquantificacdo do numero de cOpias inseridas foi feita através da
metodologia de qPCR, onde o método de deteccao utilizado foi o sistema Tagman. Para o
célculo do niumero de cépias foi utilizado a equagao 2" Para determinar o nivel da express&o
relativa, o RNA das plantas foi extraido segundo o protocolo com Trizol (Invitrogen Life
Technologies) conforme as instru¢des do fabricante, e a seguir as amostras foram tratadas com
o kit DNAse | Amplification Grade, (Invitrogen Life Technologies) para a eliminacdo de qualquer
DNA remanescente nas amostras. Cerca de 200 ng de RNA total foi utilizado para a sintese do
cDNA utilizado o kit Superscript® Il First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life
Technologies). A determinagdo dos niveis de expressdo do gene alvo foi realizada pela
guantificacao relativa (RT-gPCR) utilizando-se a formula 2aet (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Resultados e Discussao

Um total de 12 eventos independentes de soja (170, 193, 673, 822, 895, 2619, 2639,
2651, 2654, 2658, 2769, 2770) foram obtidos com a constru¢cdo 35S-AREB1AQT (Figura 1),
levando uma eficiéncia de transformacdo de 0,59%. Quando foi avaliada a presenca do gene
de selecdo ahas, nenhumas das 12 plantas confirmaram a presenca do gene de selecdo. A
auséncia do gene ahas pode ter tido varias razfes, como a diferenca de tamanho entre as
construgBes utilizadas, uma vez que os plasmideos do gene de interesse 35S:AtAREB1AQT
(4.486 pb) e do gene marcador ahas (8.673 pb) sdo discrepantes em mais 4.100 pb, o que
pode implicar em uma competicdo entre os plasmideos a nivel celular. Outro fator a ser
considerado, € que visando um melhor enraizamento e recuperagdo das plantas, uma baixa
concentracdo de 2,5x menor do agente seletivo imazapir foi utilizada no processo de selecdo
dos tecidos transformados em relacdo ao protocolo de RECH et al., (2008), o que pode ter
resultado em um escape maior do que o esperado, dificultando a selecdo dos tecidos
transgénicos. Outra hipétese € que, como somente as plantas positivas para o gene alvo foram
testadas quanto a presenca do gene de selecdo ahas, plantas contendo o gene ahas podem
ter sido descartadas. Das 12 plantas identificadas em T, somente 3 (2639, 2651 e 2654)
segregaram e passaram 0 gene para 0s seus descendentes. Entretanto nenhum dos eventos
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segregou conforme a lei de Mendel (3:1) e com isso mostraram uma segregacdo bastante
complexa: 2639 (1:6), 2651 (2:3) e 2654 (1:3). A ndo transmissdo do gene alvo para os
descendentes pode ter sido devido a possiveis mecanismos envolvidos na eliminacdo de
transgene, os quais envolvem recombina¢des intracromossomais, instabilidades genéticas
provenientes das manipula¢des da cultura de tecido e co-eliminagdo dos transgenes ativada
por algum processo de defesa do genoma vegetal (ROMANO et al.,, 2005). Um total de 28
plantas provenientes dos eventos 2639, 2651 e 2654 foram confirmados como positivas na
geracdo T; A andlise pela metodologia de Southern blot mostrou que nas 10 plantas Ty
avaliadas para cada evento, o numero de inser¢des variou de 2-7, enquanto que nas 28
plantas T; o nimero de inser¢des variou de 2-5. Apds as devidas interpretacdes do nimero de
inser¢cdes com os dados da quantidade de transgene pelo método de RT-qPCR foi estimado o
ndmero de copias do transgene para os eventos T, e T;. Nas plantas T, 0 nimero de cOpias
variou de 2-16 copias, enquanto que nas plantas T; variou de 1-17. A diferen¢a do namero de
copias de uma geracao para outra pode ser explicado devido ao processo de autofecundacgéo
das plantas T, que pode levar a recombinagfes e rearranjos do transgene. A andlise da
expressao relativa das plantas T; mostrou que todos os 28 eventos estdo expressando o
transgene inserido, sugerindo que o local de inser¢do ndo esta influenciando a expresséo do
mesmo. Para sele¢do dos eventos, levou-se em consideracdo a quantidade de copias, o nivel
de expressédo relativa e a producdo das plantas. Dessa forma os eventos escolhidos para
serem utilizados em experimentos futuros foram os: 2639-14 (2-3 cépias), 2651-2 (1-2 copias)
e 0 evento 2654-14 (11-12 copias). Estes eventos serdo avaliados quanto a resposta do
transgene no genoma da soja (Tabela 1).
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Figura 1. Plantas transgénicas obtidas com o gene de interesse AtAREB1AQT. 12 eventos
foram identificados como positivos para a construcdo inserida. A reagdo de PCR foi realizada
utilizando o conjunto de iniciador que amplifica uma fragmento de 639 pb do gene alvo. M:
marcador molecular 1kb plus. A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K e L: correspondem respectivamente
aos eventos positivos 170, 193, 673, 822, 895, 2619, 2639, 2651, 2654, 2658, 2769, 2770. 1, 2,
3, 4, 5 correspondem respectivamente: ao controle positivo AREB1 construcao inteira, controle
positivo da construgdo deletada AtAREBLAQT, terceiro controle positivo AREB1, controle
negativo BR16, e branco.
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Tabela 1. Eventos escolhidos para experimentos futuros sob condicéo de déficit hidrico.

Numero de insercdes Quantidade do Numero de Producéo de
por Southern blot transgene por gPCR cépias sementes T,
2651-2 3 3 1-2 34
2639-14 3 3 1-2 34
2654-14 4 23 11-12 24
Conclusdes

e Foram obtidas plantas de soja com a constru¢cdo 35S-AREB1AQT e uma eficiéncia de
transformagé&o de 0,59% foi alcangada.

e De um total de 12 plantas positivas Ty, somente 3 segregaram e passaram 0 gene para
seus descendentes: 2639, 2651 e 2654. No entanto a segregacdo ndo seguiu o padrao
Mendeliano 3:1 esperado.

e A caracterizacdo molecular dos eventos indicou que o transgene foi inserido e o
ndmero de copias variou de 1-17 entre 0s eventos.

e Andlise de expressao relativa revelou que o transgene foi expresso em todos o0s
eventos avaliados.

e Os eventos selecionados para analises futuras foram os: 2639-14 (2-3 copias), 2651-2
(1-2 copias) e o evento 2654-14 (11-12 cépias).
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