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Resumo

A seca é, atualmente, um importante fator responsavel por perdas na produgao
brasileira de soja. A busca por cultivares adaptadas a esta condi¢gdo pode ser realizada através
do melhoramento genético, pela insercdo de genes por diferentes métodos de transformacgao
de plantas, entre outros. Sucessos obtidos com a transformagao de Arabdopsis thaliana com
gene AREB1 evidenciou importantes respostas das plantas a seca e a alta salinidade. Visando
a obtencdo de gendtipos de soja geneticamente modificada para tolerancia a seca e a alta
salinidade, este trabalho teve como objetivo inserir a construgdo 35S:AREB1 em cultivares de
soja BR 16 pela técnica de transformacao via Agrobacterium tumefaciens. Neste trabalho foram
transformados 8731 embrites imaturos, dos quais 2138 foram testados via PCR, confirmando a
presenca do gene AREB1 inserido no genoma de 15 eventos. Apdés a multiplicacdo das
sementes destes eventos, estudos seréo realizados para confirmar a transmisséo do transgene
para as plantas T1.

Introducao

A soja é a fonte mais importante de 6leo vegetal e proteina para a dieta humana e
animal no mundo. A freqiéncia da ocorréncia de periodos de seca tem aumentado
significativamente na Ultima década, provavelmente associados as mudangas climaticas
ocorridas devido ao aquecimento do planeta. Com isso, pesquisadores buscam por muito
tempo melhorar e otimizar as caracteristicas da cultura. Véarias estratégias podem ser utilizadas
para reduzir as perdas causadas pela seca, que vao desde o manejo adequado do solo e da
lavoura, até o uso de irrigagdo. Outra possibilidade é o desenvolvimento de cultivares mais
adaptadas as condigbes de déficit hidrico e, neste aspecto, a biotecnologia tornou-se uma
importante ferramenta no desenvolvimento de variedades adaptadas a diferentes condi¢ées de
estresses bidticos e abidticos.

A soja geneticamente modificada pode ser transformada pela transferéncia direta de
genes utilizando o bombardeamento de particulas (Biobalistica), o qual insere varias cépias do
transgene no genoma do hospedeiro, podendo causar a inser¢do de fragmentos do transgene,
resultando na desativagcdo de genes por silenciamento. Por outro lado, as plantas
transformadas via Agrobacterium tumefaciens geralmente apresentam baixo nimero de cépias
do transgene. A transformagao por este método facilita a expressao estavel de um gene de
interesse e permite uma fixagao rapida do gene em plantas transgénicas.

Atualmente, estudos moleculares de regulagdo génica em plantas submetidas ao déficit
hidrico tém identificado genes que respondem a desidratagio. Dentre os genes identificados,
verificou - se a presenga de familias de genes que codificam fatores de transcricdo ABA (Acido
abscisico) dependentes, denominados AREB (Abscisic Acid—responsive Element Binding
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Protein1), MYC (myelocytomatosis), MYB (myeloblastosis) e ABA independentes, denominados
DREB (Dehydration Responsive Element Binding protein) e NAC HD-ZIP (NAM, ATAF1/2,
CUC2) (Shinozaki e Yamaguchi - Shinozaki, 2000).

O AREB é um importante fator de transcrigdo sinalizado pelo ABA, que atua na
resposta de regulagdo da expressdo de outros genes que estdo envolvidos na tolerancia a
seca e alta salinidade (Fujita et al., 2005). Assim sendo, este trabalho teve como objetivo
introduzir via Agrobacterium tumenfaciens a construgdo 35S:AREB1 na cultivar de soja, BR 16,
visando a geracdo de plantas geneticamente modificadas com niveis maiores de tolerancia a
seca e a alta salinidade.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa
Soja, em Londrina — PR. O processo de transformacéo foi realizado segundo Kanamori et al.,
2011, com modificagoes. A estirpe de Agrobacterium EHA105 contendo o vetor plasmidial
pC3300J (Cambia Enabling Innovation, 2012), com o gene de selegdao bar
(phosphinothricin acetyl transferase) sob controle do promotor 35S (Cauliflower Mosaic Virus) e
0 gene AREB1 (35S:AREB1) foram usados para infecgao.

Os explantes utilizados para transformagao das plantas foram embrides imaturos da
cultivar de soja BR 16. As sementes foram esterelizadas em etanol 70% e hipoclorito de sédio
1%, plagueadas em meio de germinagdo e armazenadas a 25°C overnight. Os embrides
retirados das sementes foram incubados em temperatura ambiente, no escuro, em meio liquido
de infecgdo na presenga da Agrobacterium (ODgy 0,7-0,8). Apds 30 minutos, os explantes
foram transferidos para meio sélido e cultivados em camara de crescimento (22°C/ escuro), por
5 dias. Posteriormente, os explantes foram lavados com antibiotico e transferidos para o meio
de regeneracao (28°C/ 16h fotoperiodo) e selecao (2mg/L Glufosinato de amdnio). Amostras de
DNA das plantas selecionadas foram submetidas a amplificagdo por PCR (Polymerase chain
reaction), utilizando primers especificos para a detecgao do gene AREB1.

Resultados e Discussao

O numero total de explantes de soja transformados via Agrobacterium contendo a
construgdo 35S:AREB1 foram de 8731 embrides. O gene bar presente na construgdo
35S:AREB1 é responsavel por conferir tolerancia ao glufosinato de amdnio as plantas
transformadas, uma vez que a soja é sensivel a este herbicida (Sato et al., 2007). Dos
explantes transformados, 2138 plantas foram selecionadas através do herbicida (Figura 1A),
aclimatadas em substrato (Figura 1B) e testadas via PCR. A amplificacdo feita por primers
especificos detectaram a presenga do gene AREB1 em 15 diferentes eventos, 7 estao
representados na Figura 1C. Ap6s a confirmagao do resultado, as plantas foram transferidas
para a casa de vegetagao (Figura 1D), onde se desenvolveram até o estadio de maturagao
fisiologica. Até o momento o processo de transformagdo utilizando a cultura de embries
imaturos, da cultivar de soja BR 16 com a construgdo 35S:AREB1 via Agrobacterium,
apresentou uma eficiéncia de transformacao de 0,17%. Segundo Andrade (2003), a eficiéncia
da transferéncia via Agrobacterium varia drasticamente para diferentes espécies vegetais,
cultivares e tecidos. E freqliente obter cultura de células in vitro com alta capacidade de
transformagéao, porém elas ndo sdo competentes, isto é, ndo sdo capazes de regenerar novas
plantas. A otimizagdo do processo de eficiéncia, para aumentar a frequéncia de eventos
transformados, pode ser feito através de ajustes na manipulagéo da bactéria e do tecido alvo.

Atualmente o trabalho estd em fase de teste das sementes T1. Considerando a
complexidade do mecanismo de resposta ao déficit hidrico ocasionado por seca, que pode
variar de acordo com a intensidade e tempo de estresse, andlises mais precisas em niveis
moleculares, fisiolégicos e agronémicos serdo necessarias posteriormente para avaliar a
eficiéncia da presenca do gene nas plantas transformadas.
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Figura 1. Etapas do processo de identificagao das plantas positivas. (A) Plantas em meio de
selegdo (MS + glufosinato de amoénio). (B) Aclimatagdo das plantas em substrato para posterior
transferéncia em casa de vegetacéao. (C) Perfil dos PCRs com os primers especificos (EAREB e
7AREB) em gel de agarose 1,2%. (D) Evento positivo na casa de vegetacao.
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