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Introducgao

Adversidades climaticas, como o aumento de temperatura e periodos de
estiagem cada vez mais frequente tem representado um serio problema a
produgao agricola em todo o mundo. No Brasil, a seca tem afetado consi-
deravelmente a cultura de soja, promovendo perdas significativas.

A adogio de estratégias moleculares visando & obtengéo de plantas com
maior tolerancia a seca tem sido utilizada, com sucessao, em espécies como
Arabidopsis thaliana (Kasuga et al., 1999), trigo (Pellegrineschi, et al., 2002),
tabaco (Kasuga et al., 2004) etc. Entretanto, um fator importante nestas
estratégias € a utilizagio de construgbes génicas que possuam regides
promotoras ativadas somente no momento do estresse.

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia de indugéo do pro-
motor rd29A estresse induzido obtido de A. thaliana em plantas de soja,
ap6s déficit hidrico.

Materiais e métodos

A indugdo do promotor rd29A foi analisada em material proveniente da
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cultivar BR16, sensivel a seca, transformada com a construgfo rd29A:GUS
em ensaio histoquimico e fluorimétrico de acordo com Lacorte (1999).

No ensaio histoquimico o material utilizado correspondeu as plantas
nomeadas P1234, P1251 e P1263A (Fig. 1). De cada planta foi coletado
um foliclo, € como controle positivo, foi coletado um foliclo de uma planta
transformada com a construgdo 35S:GUS. Os foliolos foram divididos em
oito partes correspondendo aos tempos 0, 30, 60, 80, 120, 150, 180 ¢ 210
minutos de desidratagbo celular em estufa a 37°C para a indugéo do pro-
motor rd29A. Ao final de cada tempo, foi adicionado o tampéo de reagéo
X-GLUC, e a placa contendo as amostras foi incubada a temperatura de
37°C, aproximadamente 16 horas.

Para o ensaio fluocrimétrico, foram coletados trés foliolos da planta rd29A:
GUS nomeada 440. Os foliolos foram novamente divididos nos tempos
de desidratagio celular, colocados em placa de Petri e levados a estufa
a 37°C para a indugdo do promotor rd29A. Posteriormente, foi feita a
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Figura 1. Atividade de GUS em foliolos da planta 440 expressa em pmoiMU ug
proteina™ min' apés os tempos de desidratagdo celular.
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maceracao do tecido vegetal utilizando tamp&o de extracdo. A leitura das
amostras foi realizada em fluorimetro, assim como a determinagdo da
concentrag&o de proteina total em cada extrato e o célculo da atividade
especifica de GUS.

Resultados e discussio

Através do ensaio histoquimico foi possivel verificar a indug&o do promotor
rd29A em tecido foliar das plantas P1234, P1251 e P1263A sob condi-
¢des de desidratagdo celular. Diferengas de coloragdo entre os tempos
de indugéo e entre as plantas também foram observadas e podem estar
relacionadas ao tamanho das amostras e a idade foliar. Entretanto, nimero
de copias do inserto, assim como o local de inserg&o no genoma, podem
influenciar diretamente os niveis de express&o do transgene (Reddy et al.,
2003; Somers & Makarevitch, 2005).

O promotor rd29A foi ativado nos primeiros trinta minutos de desidratagao
celular e mostrou aumento crescente até noventa minutos, apos esse
periodo houve uma diminuigdo e a expressdo maxima ocorreu em 180
minutos (Figura 1). De acordo com Yamaguchi-Shinozaki et al. (1993)
a indugdo maxima do promotor rd29A em A. thaliana ocorre em duas
fases, entretanto anélises mais precisas estao sendo realizadas em soja.
Os resultados observados também indicam que o promotor rd29A de A.
thaliana € reconhecido pelos mecanismos de percepgéo de déficit hidrico

presentes em soja e demonstra a rapida indugio do promotor rd294 em
situagbes de déficit hidrico.

Considerando a complexidade do mecanismo de resposta ao déficit hidri-
co, o controle da expressdo génica é uma caracteristica importante para
a transferéncia genética quando relacionado a fatores de transcricio que
controlam a expressdo de uma série de genes em resposta a seca, como
DREB1A. A utilizagao de um promotor estresse induzido como rd294 pode
diminuir efeitos negativos promovido pelo uso de promotores constitutivos
tomo 35S, assim como, promover a tolerancia & seca permitindo o aumento

nonivel de expressdo apenas em condigdes de déficit hidrico, sem redugao
da produtividade da cultura.
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