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OBTENGCAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR E FISIQL()GICA DE PLANTAS
DE SOJA CONTENDO O GENE AtGo/S2 SOB DEFICIT HIDRICO

RESUMO - Com o atual cenario de mudancas climaticas, observa-se a
tendéncia a eventos de seca mais longos e recorrentes, desta forma a obtengao de
plantas mais tolerantes a seca figura como um dos principais investimentos dentro
da ciéncia e tecnologia nacional. Os oligossacarideos da familia das rafinoses
(RFOs) desempenham multiplas fungbes nas plantas e sabe-se que estes sao
acumulados nos tecidos vegetais em situagdes de déficit hidrico, garantindo a
estabilidade das membranas celulares, consequentemente mantendo as funcdes
vitais da planta. Por sua vez, a enzima galactinol sintase (GolS, EC 2.4.1.123),
catalisa o primeiro passo na biossintese dos oligossacarideos dos RFOs
desempenhando um importante papel regulador na particdo do carbono entre
sacarose e RFOs. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi introduzir em soja,
via Agrobacterium tumefaciens, a construcdo génica 35S:AtGolS2 e caracterizar
molecularmente e fisiologicamente os eventos obtidos sob déficit hidrico. Para o
processo de transformacgao, a cultivar convencional de soja BRS 184 foi utilizada e
os eventos obtidos foram caracterizados quanto ao numero de coépias através da
técnica de qPCR. Para a analise da expressao génica constitutiva o RNA total dos
eventos, em condigdes bem irrigadas, foi extraido e a expressado determinada via
RT-gPCR. A taxa de segregacao foi calculada através do teste do X? (p< 0.05). Com
base nos resultados obtidos, dois eventos (2la1 e 2la4) foram selecionados para
serem analisados quanto a respostas moleculares e fisioldgicas sob déficit hidrico
induzido em condi¢cdes de casa de vegetagdo. Os resultados mostraram que nas
plantas do evento 2la4 o maior acumulo de agua associado a menor area foliar na
condigao controle levou a manutengao das trocas gasosas causado pela redugao na
transpiragao foliar, maior acumulo de agua no substrato e acumulo de transcritos de
rafinose e galactinol nos tecidos. Desta forma, o aumento dos teores destes
carboidratos teria feito com que estes atuassem como osmoprotetores, tornando
possivel a recomendacédo das plantas 2la4 a programas de melhoramento que
visem tolerancia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Estresses abidticos, galactinol sintase, Glycine max L. Merrill,
rafinoses



OBTAINING AND MOLECULAR AND PHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF SOYBEAN PLANTS WITH THE GENE AtGo/S2 UNDER WATER DEFICIT

ABSTRACT - With the current scenario of climate change, there is a
tendency to longer and recurrent drought events, thus obtaining more drought
tolerant plants figure as a major investment in the national science and technology.
Raffinose family oligosaccharides (RFOs) plays multiple functions in plants and it is
known that these are accumulated in plant tissues in water deficit situations,
guaranteeing the stability of cell membranes, thus maintaining the vital functions of
the plant. In turn, galactinol synthase (GolS, EC 2.4.1.123) catalyzes the first step in
the biosynthesis of RFOs plays an important regulatory role in carbon partitioning
between sucrose and orphans. Thus, our objective was to introduce gene
construction 35S:AtGolS2 via Agrobacterium tumefaciens in soybean plants and
characterize molecularly and physiologically events obtained under water deficit. In
this context, the conventional soybean BRS 184 was used in the transformation
process and the soybean events were molecularly characterized in regard to the
transgene copy number by qPCR technique. For the analysis of constitutive gene
expression total RNA of events, well-watered conditions, was extracted and the
expression determined by RT-gPCR. The segregation rate was calculated using the
X2 test (p < 0.05). Based on our results, two events (2la1 and 2la4) were selected to
be analyzed for physiological responses under drought simulated under greenhouse
conditions. The results showed that the plants 2la4 event the largest accumulation of
water associated with lower leaf area in the control condition led to maintenance of
gas exchange caused by the reduction in leaf transpiration, increased water
accumulation in the substrate and accumulation of raffinose and galactinol transcripts
in tissues. Thus, the increased levels of these carbohydrates would have made these
act as osmoprotectors, enabling the recommendation of 2la4 plants breeding
programs aimed at tolerance to drought.

Keywords: Abiotic stresses, galactinol synthase, Glycine max L. Merrill, raffinose
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1. INTRODUGCAO

Segundo o levantamento final de grdos da safra 2014/2015 realizado pela
Conab, a producao total de graos foi de 209,5 milhdes de toneladas, 8,2% ou 15,9
milhdes de toneladas a mais do que a ultima safra, quando foram colhidas 193,6
milhdes de toneladas. A soja continua sendo destaque, com uma produgéo de 96,24
milhdes de toneladas, 11,8% a mais do que na safra anterior. Entretanto, apesar dos
numeros positivos e crescentes, fatores bidticos e abidticos vém interferindo na
produtividade da cultura, provocando perdas significativas aos produtores e
prejudicando a economia de forma geral. Dentre esses fatores, o déficit hidrico tem
sido considerado o mais importante. Estresses hidricos podem ocorrer em qualquer
fase do desenvolvimento da planta, afetando a produtividade em diferentes niveis,
dependendo do inicio do periodo de seca, além do grau e da intensidade do
estresse. Os prejuizos causados pela seca, em soja, podem representar perdas de
até 40% na safra. Neste cenario, muitos estudos tém sido realizados com o objetivo
de se obter cultivares de soja mais tolerantes que suportem as variagdes as quais as
plantas estédo sujeitas, diminuindo assim as perdas na produtividade.

Os carboidratos representam o segundo grupo mais abundante presente nas
sementes de soja. Destes, cerca de 99% correspondem aos agucares soluveis, tais
como sacarose, estaquiose e rafinose, os quais além de serem utilizados como fonte
de energia, sdo classificados como importantes carboidratos de translocacdo no
floema vegetal. Os RFOs tém como uma de suas fungdes atuar durante os periodos
de déficit hidrico, servindo como soluto compativel para protecao das células contra
a dessecacdo. Os RFO sao derivados de a- galactosil e sacarose, sendo que
rafinose, estaquiose e verbascose sao considerados componentes de reserva para
as sementes. A via de sinteses dos RFOs ja esta bem estabelecida, onde a enzima
galactinol sintase ocupa o papel principal. Esta enzima catalisa o primeiro passo na
biossintese dos RFOs e desempenha um papel regulador importante na particao do
carbono entre sacarose e RFOs. Sendo assim, plantas que sejam capazes de
acumular grandes quantidades destes carboidratos podem se tornar mais tolerantes

aos estresses abidticos.
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Desta forma, tendo em vista as mudancas climaticas atuais e os cenarios
previstos para os proximos anos, os quais consideram o aumento da temperatura
global e da frequéncia de eventos de seca, além da projecdo do aumento da
populagao para 9 bilhdes de pessoas até 2050, faz-se necessario o desenvolvimento
de cultivares de soja mais tolerantes aos estresses abioticos. O desenvolvimento de
plantas e tecnologias que permitam a maior tolerancia a longos periodos de
estiagem sao de extrema importancia para a sustentabilidade da produgao agricola
brasileira e mundial.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo introduzir em soja,
via Agrobacterium tumefaciens, a construgcdo génica 35S:AtGolS2, caracterizar
molecularmente os eventos obtidos quanto a expresséo relativa e ao numero de
cépias; caracterizar o perfil de expressao do transgene inserido e de genes que
codificam para os RFOs, assim como caracterizar as linhagens originadas quanto a
parametros fitométricos, fisiolégicos e agronémicos sob condi¢cdes de déficit hidrico

em condi¢des de casa de vegetacgao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Soja: cultura e importancia econémica

A soja (Glycine max L. Merrill) é uma cultura originaria da Asia, mais
precisamente da China. O cultivo da soja é muito antigo, com relatos que datam do
ano de 2800 A.C. (Cl Soja, 2011). Inicialmente, a cultura era restrita apenas ao
Oriente, sendo introduzida no Ocidente por volta do século XV, pela Europa, mas
apenas com finalidade de ornamentacéo. As primeiras tentativas de cultivo da soja
na Europa ndo obtiveram sucesso, provavelmente devido a fatores climaticos e a
auséncia de conhecimento sobre a cultura. Apenas em meados do século XX, os
norte-americanos conseguiram desenvolver o cultivo comercial da soja, criando
variedades com maior teor de Oleo, impulsionando seu cultivo. No Brasil, a
introducao da cultura deu-se em 1882, sendo que os primeiros estudos iniciaram-se
na Escola de Agronomia da Bahia. Em seguida, o Instituto Agronémico de Campinas
(IAC) iniciou estudos para obtengado de cultivares adaptadas a regiao. No entanto,
inicialmente o interesse pela cultura era apenas para aproveitamento como espécie
forrageira e na rotagdo de culturas. Apenas no final da década de 1960, a soja
passou a ser vista como produto comercialmente rentavel, possibilitando, por
exemplo, a sucessao com a cultura do trigo na Regido Sul e também pelo aumento
da demanda de farelo de soja gerado pelo inicio da produgédo de suinos e aves no
pais (EMBRAPA, 2011). Nas ultimas cinco décadas, o cultivo da soja tem
apresentado um crescimento superior a taxa de crescimento populacional, ocupando
um importante papel na alimentagdo humana e animal (CARRARO, 2003).

A soja apresenta em sua composicao varios fitoquimicos como isoflavonas,
antocianinas e outros compostos, tais como tocoferol e saponinas, que atuam
beneficamente na manutencao da saude (MESSINA; MESSINA, 2010). O interesse
pelas isoflavonas em soja teve aumento nos ultimos anos apds estudos
comprovarem a relagdo entre seu consumo e a baixa incidéncia de certos tipos de
cancer, entre outras doengas (STRAUSS et al, 1998; WU et al., 2008; YAN;
SPITZNAGEL, 2009).

No quadro global, a produgdo mundial de soja da safra 2014/2015 foi

estimada em 314,37 milhdes de toneladas contra 283,7 na safra anterior. De acordo
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com o relatorio mensal de janeiro de 2015, a perspectiva de aumento na produgao
global foi impulsionada pelo Brasil, segundo maior produtor mundial da cultura
(USDA, 2015).

No Brasil, a safra 2013/2014 atingiu 86,120 milhdes de toneladas,
representando um incremento de 5,7% em relagédo a safra anterior. A produgao total
do gréo foi menor em relagdo a estimativa prévia devido a problemas relacionados
ao clima durante o desenvolvimento da lavoura e durante a colheita do produto. Na
safra 2014/2015, a area total destinada a semeadura do grdo contou com um
crescimento de 6,4%, passando de 30,1 para 32,1 milhdes de hectares,
ultrapassando a area destinada a milho e feijao. Desta forma, a produgéo de soja
para a safra 2014/2015 foi de 96,24 milhdes de toneladas, representando um
incremento na producéo de 11,8% em relagao a safra 2013/2014 (CONAB, 2015).

2.2. Estresses abioticos

Os fatores de ordem ambiental que afetam o rendimento das culturas podem
ser divididos em bioticos e abioticos. Os fatores bidticos consistem-se do conjunto
de seres vivos que podem atuar sobre a cultura, tanto de forma benéfica quanto de
forma maléfica. Todos os fatores nao atribuiveis a atividade biolégica podem ser
incluidos como de ordem abiética (EMBRAPA, 2005). Fatores climaticos como
temperaturas extremas, seca e contaminagdo do solo por altas concentracdes
salinas sdo os estresses abidticos que mais limitam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, reduzindo a produtividade e, em casos extremos,
podendo causar a morte (KRASENSKY; JONAK, 2012).

A evolugcao mundial da area de soja semeada nas ultimas cinco safras foi de
mais de 14%. Na safra 2010/2011, a éarea foi de 103,06 milhdes de hectares,
enquanto na safra 2014/2015 a estimativa foi de uma area de 117,82 milhdes de
hectares. Além disso, a produtividade teve aumento de 3% no mesmo periodo
(SEAB, 2014). Mesmo com numeros positivos e crescentes, fatores bioticos e
abidticos tém limitado a produtividade do cultivo da soja nos principais estados
produtores do Brasil. Fatores ambientais adversos causaram na safra 2011/2012

uma reducdo de mais de 8 milhdes de toneladas na cultura da soja, quando
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comparado a safra 2010/2011. As perdas foram principalmente causadas pelo
fendmeno “La Nifa”, que atingiram sobretudo os estados da Regido Sul, parte da
regidao Sudeste e no Sudoeste de Mato Grosso do Sul (CONAB, 2012). Entre os
estresses abidticos que afetam as culturas, a seca é considerada um dos mais
preocupantes tendo um impacto crucial sobre o crescimento e o desenvolvimento
das plantas, comprometendo assim a producdo de alimentos para a populagéo
(GOLLDACK; LUKING; YANG, 2011). Desta forma a produgdo de plantas
geneticamente modificadas que sejam capazes de tolerar mais eficientemente os
episodios de seca, tem se mostrado um dos grandes desafios para a biotecnologia
atual (GODFRAY et al., 2010).

Nos ultimos anos, as estagbes mais quentes tém sido mais longas e as
mudancgas climaticas vém causando invernos menos rigorosos (CRAUFURD;
WHEELER, 2009). Tal fato aliado ao aumento da temperatura atmosférica tém
causado o aumento do periodo de crescimento vegetativo para muitas culturas,
alterando assim sua fenologia (MITTLER; BLUMWALD, 2010). Desta forma, faz-se
necessario o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas que possam
responder positivamente aos danos causados pelo déficit hidrico, tolerando
prolongados periodos de seca, estendendo seu desenvolvimento e ndo afetando a
produtividade da cultura (RIVERO et al., 2007).

2.3. Mecanismos de resposta ao déficit hidrico

2.3.1. Respostas morfo-anatomicas e fisiolégicas

As respostas das plantas as variacbes ambientais envolvem uma série de
mecanismos morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos, celulares e moleculares (FANG;
XIONG, 2015). As plantas sdo organismos sésseis e, como tal, estdo expostas a
ambientes dindmicos que frequentemente impdem dificuldades ao seu crescimento,
resultando em significativas perdas no rendimento de espécies com importancia
econdmica, como é o caso da soja (KULCHESKI, 2013).

As plantas desenvolveram, ao longo do periodo evolutivo, diferentes
estratégias naturais para tolerar ou evitar condigdes de déficit hidrico (TAIZ; ZEIGER,

2004). Estas alteragdes incluem, entre outras, fechamento estomatico, repressao do
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crescimento celular e da fotossintese e o aumento da respiracédo (SHINOZAKI,
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006).

Uma das respostas iniciais contra o déficit hidrico € a diminuicdo da
condutancia estomatica, que reduz a evaporacao através das folhas, diminuindo a
perda de agua e limitando a difusdo de COz2 para os cloroplastos (SIRICHANDRA et
al., 2009). O fechamento estomatico, o qual durante a seca limita a difus&do de CO2
para o interior do cloroplasto, da-se em resposta ao aumento das concentragdes de
acido abscisico (ABA) (LIMA et al., 2002). Este hormbnio é produzido nas raizes e
armazenado nos cloroplastos das folhas, de onde é liberado para o apoplasto
(HARBORNE, 1976).

Mecanismos morfolégicos de adaptagdo incluem o desenvolvimento de
tricomas e pelos radiculares, reducéo da area foliar e abscisao foliar induzida em
grande parte pela sintese de etileno, o que, segundo Isoda e Wang (2002), permite
diminuir a transpiracao, além da alteracdo da orientacao das folhas, o que diminui o
angulo de incidéncia dos raios solares (TAIZ E ZEIGER, 2004). Outra adaptacao de
defesa ao déficit hidrico é a produgcédo de uma cuticula espessa, que também atua na
reducao da transpiracao cuticular (ISAACSON et al., 2009).

As plantas constantemente obtém agua e nutrientes através das raizes.
Consequentemente, o sistema radicular exerce um importante papel em condi¢cdes
de escassez de agua. Algumas plantas tém a capacidade de acentuar o crescimento
das raizes no inicio do periodo de déficit hidrico para que elas absorvam maior
quantidade de agua do solo (HU; XIONG, 2014). O comprimento, peso, volume e
densidade das raizes também estéo relacionados a tolerancia a seca em diversas
culturas (PRICE et al., 2002).

As estratégias utilizadas pelas plantas em condi¢gdes de déficit hidrico podem
ser classificadas em quatro grupos distintos: evitamento, tolerancia, escape e
recuperacdo a seca. Dentre estes, evitamento e tolerancia sdo os dois principais
mecanismos conferidos pelas plantas (FANG; XIONG, 2015). O evitamento a seca é
a estratégia de manter niveis altos de agua, nos tecidos vegetais, durante periodos
de estresse, seja pela maior eficiéncia na absorgdo de agua pelas raizes ou pela
reducdo da evapotranspiracdo das partes aéreas. A tolerancia a seca permite a

planta manter seu turgor e continuar seu metabolismo mesmo em condigbes de
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baixo potencial hidrico. Tal estratégia € alcangada através da sintese de osmadlitos,
osmoprotetores ou solutos compativeis (NGUYEN; BABU; BLUM, 1997). O termo
escape a seca refere-se a uma capacidade natural ou induzida de ajustar o
crescimento e desenvolvimento da planta a fim de se evitar a estagdo ou os
periodos de seca prolongada, levando ao crescimento e florescimento precoces,
podendo acarretar na diminuicdo do numero de sementes (FANG; XIONG, 2015;
WITCOMBE et al., 2008). A recuperacgao a seca refere-se a capacidade da planta de
retomar rapidamente seu crescimento e enchimento de grdos apds a exposigcao a
periodos severos de déficit hidrico, quando ha a completa paralisagdo do

crescimento, perda do turgor celular e desidratagao foliar (LUO, 2010).

2.3.2. Respostas moleculares ao déficit hidrico

Nas ultimas décadas, importantes avangos foram obtidos na compreensao de
como estresses ambientais incluindo seca, alta salinidade, baixa temperatura e calor
induzem a expressao de genes envolvidos em respostas de defesa celular a estas
condi¢cbes. Com relacao a seca, os mecanismos moleculares de resposta comegcam
pela percepcao do sinal de estresse (XIONG; SCHUMAKER; ZHU, 2002).

Para os vegetais superiores, os modelos de percepgcdo de estresse
estabelecidos sugerem varias hipoteses para o inicio da sinalizacdo em nivel
molecular. A mais aceita propde que alteracbes na conformacdo de membranas
celulares devido a perda de turgidez provocariam mudangas em canais de
transporte ativados por pressédo, modificagbes na conformagao ou na justaposi¢céo
de proteinas sensoriais criticas embebidas nas membranas celulares e/ou também
alteragbes na continuidade entre a parede e a membrana celulares. Todas essas
alteracdes ativariam complexos enzimaticos os quais iniciariam uma cascata de
eventos moleculares levando a indugao da expressao de varias categorias de genes
de resposta a perda de agua (CHINNUSAMY; ZHU; ZHU, 2007; NEPOMUCENO et
al., 2001; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006; XIONG; SCHUMAKER,;
ZHU, 2002).

De modo geral, os produtos dos genes envolvidos na resposta a estresses

abidticos, como o déficit hidrico, atuam como osmoprotetores, antioxidantes
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celulares, “turnover” proteico, proteinas de sinalizagdo de estresse e de regulagéo
transcricional e podem ser divididos resumidamente em dois grandes grupos. No
primeiro grupo, encontram-se genes funcionais que codificam para as proteinas
chaperonas, proteinas LEA, osmotinas, proteinas anticongelantes, proteinas de
ligagdo ao mRNA, assim como enzimas chaves na biossintese de osmodlitos,
aquaporinas, transportadores de acgucar e prolina, enzimas de desintoxicagao e
varias proteases (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006). O segundo grupo
€ composto por genes reguladores que codificam para varias proteinas quinases,
fosfatases e enzimas envolvidas no metabolismo fosfolipidico e também na
biossintese do ABA, além dos genes que codificam para fatores de transcricdo como
DREB(Dehydration Responsive Element Binding — Elemento de ligagao de resposta
a desidratacédo), AREB (ABA Responsive Element Binding - Elemento de ligagao de
resposta ao ABA), MYC (Myelocytomatosis oncogene), MYB (Myeloblastosis
oncogene), NAC (NAM, ATAF 1,2 e CUC), HB entre outros. Estes genes reguladores
atuam n&o somente na tolerancia, mas também na regulacdo da expressao de
genes e na transducdo de sinais em resposta ao estresse (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006).

Na via de resposta ao déficit hidrico envolvida na sintese de osmoprotetores
sdo sintetizados acgucares (trealose, sacarose, frutose), aminoacidos (prolina e
triptofano) e compostos de amdnio (poliaminas e glicil-betaina). Estes compostos,
que se acumulam na maioria das plantas sob condicbes adversas, estao
relacionados ao processo conhecido como ajustamento osmético, que atua como
mecanismo adaptativo reduzindo o potencial osmaético, aumentando a retencao de
agua na célula e retardando a senescéncia e a morte (CHAVES, 2004; TURNER;
WRIGHT; SIDDIQUE, 2001). A diminuicdo do potencial osmoético em resposta ao
déficit hidrico pode levar ao aumento da concentracédo de solutos na célula de forma
passiva ou ativa. Dentre ambas as formas, o acumulo ativo de solutos € o unico que
pode ser considerado ajuste osmatico, pois € decorrente de pequenas alteragcbes
ocorridas no metabolismo das plantas, que mobilizam metabdlitos para a sintese de
compostos protetores vitais. O acumulo liquido de osmdlitos na célula ocorre para
manter ou mesmo promover a absorgdo de agua para o interior celular por osmose,
mantendo a pressao de turgescéncia (CHAVES, 2004; PATAKAS et al., 2002).
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Neste contexto, a familia de oligossacarideos de rafinose (“Raffinose family
oligosaccharides” - RFOs), representada por compostos como a rafinose, estaquiose,
e verbascose, possui fungcdo de tolerdncia ao déficit hidrico, pois também sao
capazes de regular o potencial osmadtico, protegendo enzimas e membranas
(CROWE; CROWE; CHAPMAN, 1984; WANG et al., 2004). Os RFOs sao comuns
no reino vegetal, abundantes em sementes de uma grande variedade de espécies, e
podem acumular-se em plantas submetidas a diferentes estresses ambientais como
frio, calor e desidratagdo. A galactinol sintase € uma enzima chave na produgao dos
RFOs, sintetizando galactinol a partir de UDP-galactose e mio-inositol
(PANIKULANGARA, 2004; PATTANAGUL; MADORE, 1999).

2.4. Oligossacarideos da familia das rafinoses e a enzima galactinol sintase

Os carboidratos sdo o segundo grupo mais abundante presente nas sementes
da soja (31%), indicando um importante valor nutricional e econdmico para este
grupo na industria alimenticia. Estes carboidratos sao representados por agucares
soluveis, tais como sacarose, estaquiose e rafinose, e por fibras insoluveis, que
incluem principalmente hemicelulose, celulose e pectina. OS RFOs correspondem a
aproximadamente 99% dos carboidratos soluveis presentes na semente de soja
madura (HYMOWITZ et al., 1972; KUMAR et al., 2010).

Em plantas, a via metabdlica de sintese dos RFOs ja esta bem estabelecida
(Figura 1). A sintese destes oligossacarideos depende da agdo sequencial de uma
série de galactosiltransferases e galactosilhidrolases. No primeiro passo, UDP-
galactose e mio-inositol formam galactinol mais UDP, pela atividade da enzima
galactinol sintase (GolS, EC 2.4.1.123). No segundo passo, a enzima rafinose
sintase (RFS, EC 2.4.1.82) transfere um residuo de galactose do galactinol para a
sacarose formando rafinose e mio-inositol. No terceiro passo, a enzima estaquiose
sintase (STS, EC 2.4.1.67) transfere outro residuo de galactose do galactinol para a
rafinose, por meio de uma ligagao a-(1-6), liberando os produtos estaquiose e mio-
inositol (PETERBAUER; RICHTER, 2001).
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UDP - galactose

Mio-inositol
Galactinol sintase
UDP
Galactinol
Sacarose
Rafinose sintase
Mio-inositol
Rafinose
Galactinol
Estaquiose sintase
Mio-inositol
Estaquiose

Figura 1. Representacdo esquematica da via de biossintese dos RFOs. GolS
(Galactinol sintase), RFS (Rafinose sintase), STS (Estaquiose sintase).
(Adaptado de Cao et al., 2013).

Os RFOs atuam como osmoprotetores, em condi¢gdes de deficiéncia hidrica,
principalmente por serem capazes de manter a integridade das membranas retendo,
assim, agua durante a dessecacdo (BENTSINK, 2000; ZUTHER et al., 2004).
Adicionalmente, possuem acgao antioxidante, impedindo o acumulo de espécies
reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS) durante o déficit hidrico
(NISHIZAWA; YABUTA; SHIGEOKA, 2008; PESHEYV et al., 2013; VAN DEN ENDE;
PESHEV; DE GARA, 2011; VAN DEN ENDE; VALLURU, 2008). Nishizawa et al.
(2008) observaram que a transcricdo do gene GolS71 e GolS2 é induzida por
estresse causado por alta incidéncia de luz, por estresse térmico e que o tratamento
com peroxido de hidrogénio ativa o fator HsfA2. Estes dados indicam que o acumulo
de galactinol e rafinose também esta relacionado com a protegcdo das células
vegetais aos danos advindos da produg¢ao de ROS causado pelos diferentes tipos de
estresse, porém, estes mecanismos nao foram ainda completamente elucidados
(ELSAYED; RAFUDEEN; GOLLDACK, 2014; STEVENSON et al., 2000; XUE;
CHEN; LI, 2007). Segundo Hare e Cress (1997), em condi¢gdes de déficit hidrico

ocorre uma perda do equilibrio oxidativo/redutivo em compartimentos como os
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cloroplastos, o que acarreta no acumulo de ROS devido ao declinio da atividade da
organela.

Especificamente nos processos de tolerancia a estresses abidticos em
plantas, a evidéncia funcional para o papel dos RFOs foi obtida, inicialmente, a partir
de plantas transgénicas de Arabidopsis. O gene AtGolS2, sob controle do promotor
constitutivo CaMV35S, foi utilizado para geragcao de plantas GMs de Arabidopsis
com o objetivo de avaliar a fungdo e a expressdo de genes ativados a partir da
superexpressao do gene GolS em plantas submetidas a condigdes de déficit hidrico,
frio e alta salinidade. Verificou-se que todas as plantas submetidas a estresses
abidticos acumularam uma grande quantidade de galactinol e rafinose, mas nao de
estaquiose. Além disso, a galactinol e a rafinose ndao foram detectadas em plantas
nao estressadas, sugerindo que estas enzimas estdo envolvidas na toleréncia a
seca, frio e salinidade. Adicionalmente, plantas que superexpressaram GolS
mostraram reducdo na taxa de transpiracdo foliar, mecanismo que auxiliou na
tolerancia a seca (TAJl et al., 2002).

Um estudo conduzido para se avaliar o papel dos RFOs no processo de
tolerancia a baixa temperatura baseou-se no silenciamento do gene Gal em plantas
de petunia (Petunia hybrida). A degradagdao dos RFOs é feita pela acdo da o-
galactosidase (a-Gal; EC 3.2.1.22), que catalisa a clivagem hidrolitica da porgéo
terminal da cadeia contendo os oligossacarideos. Desta forma, pesquisadores
inseriram o gene de tomate (Lycopersicon esculentum) Lea-Gal, sob controle do
promotor FMV em diferentes plantas, com o objetivo de superexpressar e silenciar o
gene a-Gal. Essas plantas foram submetidas a condicbes de baixas temperaturas e
analisadas em relagcado a presenca dos RFOs. Os resultados mostraram que o teor
de RFOs nas plantas cujo gene Lea-Gal havia sido suprimido foi superior em relagéo
aos niveis encontrados nas plantas ndo transformadas e naquelas cujo gene foi
superexpresso. Sendo assim, o gene de a-Gal “down”-regulado em petunias resultou
no aumento da tolerdncia a baixas temperaturas, enquanto a superexpressiao do
gene causou diminuicdo do teor de RFOs, impossibilitando a tolerancia ao frio
(PENNYCOOKE, 2003).

Outra evidéncia do papel dos RFOs no processo de tolerancia a estresses

abidticos ocorreu no estudo de Xerophyta viscosa, que € uma planta conhecida por
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ser extremamente resistente a dessecacdo, sendo capaz de suportar condi¢des
extremas e retomar seu metabolismo normal dentro de um curto periodo apds o
reestabelecimento hidrico. Sabe-se que existem aproximadamente 330 espécies de
angiospermas com a capacidade de tolerar condigbes extremas de seca e todas
elas acumulam sacarose nos periodos de estresse, mas o comportamento dos
RFOs era até entdo desconhecido (PROCTOR; PENCE, 2002). Desta forma, a
avaliacdo das plantas sob condigdes de déficit hidrico severo mostrou que na
auséncia de agua os principais agucares acumulados nas folhas de X. viscosa foram
sacarose e RFOs e que esses niveis sofreram significativa reducdo apos o
reestabelecimento hidrico, provando que ambos desempenham papel fundamental
na protecao dos tecidos foliares contra a dessecagao. Este estudo também levantou
a hipdtese de que, nesta espécie, provavelmente a tolerancia a dessecagao seja
decorrente de um processo multigénico, uma vez que nestas plantas houve o
acumulo tanto de sacarose quanto de rafinose, que sdo produzidos por vias distintas
(PETERS et al., 2007).

A enzima principal da sintese dos RFOs, inositol-3-a-galactosil transferase,
comumente conhecida como galactinol sintase (GolS), representa uma classe
relativamente pequena da familia das glicosil transferases (SENGUPTA et al., 2012).
A enzima GolS é encontrada apenas em angiospermas, o que torna a sintese de
galactinol e RFOs um evento metabdlico altamente especializado em plantas
superiores. Se por um lado a sintese de galactinol, em pequenas quantidades, é
produzida em condigdes normais nas angiospermas, o aumento da sintese de
rafinose nessas plantas acontece sob condi¢cdes especificas, tais como durante a
maturagao associada a dessecacado das sementes, na sinalizagao planta-patégeno,
em danos causados por estresse bidticos e na resposta a diversos estresses
abidticos (AMIARD, 2003; CHO et al., 2010; FOWLER, 2002; HARITATOS, 2000;
PANIKULANGARA, 2004; PETERBAUER; RICHTER, 2001; SENGUPTA et al.,
2012; TAJl et al., 2002; ZHAO et al., 2004a).

As plantas exibem um numero variavel de isoformas de GolS com fungdes e
locais de expressao especificos (FOWLER, 2002; PANIKULANGARA, 2004).
Adicionalmente, GolS compreende uma pequena familia de genes em muitas

espécies vegetais como melado, milho, arroz, café, soja, pepino e Arabidopsis
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(SANTOS et al., 2011; SENGUPTA et al., 2012; STOLF-MOREIRA et al., 2010b;
TAJl et al., 2002; VOLK; HARITATOS; TURGEON, 2003; ZHAO; MEELEY; DOWNIE,
2003; ZHAO et al., 2004b; ZUTHER et al., 2004).

A enzima GolS esta ainda envolvida na regulagédo da particdo do carbono,
bem como também estd diretamente implicada em muitos processos do
desenvolvimento fisioldgico tais como translocagao no floema, protecdo da semente
durante a maturacdo e na resposta a estresses abidticos tais como frio, seca e
salinidade em espécies como tomate, feijao e Ajuga reptans, entre outras (DOWNIE,
2003; LIU et al., 1998; PANIKULANGARA, 2004; SONG et al., 2003a). Entretanto,
nem todos os genes GolS sao up regulados durante situagdes de estresse (TAJI et
al., 2002).

Embora evidéncias sobre a correlagao entre a atividade da galactinol sintase
e a concentracdo de RFOs presente nos érgdos das plantas tenham sido descritas,
0 aumento da expressao do gene GolS sugere que existam fatores alternativos que
possam modular o acimulo de RFOs (SANTOS et al., 2011). Além da atividade de
GolS, a concentragdo inicial dos substratos mio-inositol e sacarose também pode
controlar o acumulo de RFOs em sementes (KARNER, 2004).

2.5. O déficit hidrico e a biotecnologia no desenvolvimento de plantas mais

tolerantes a seca

Apesar dos numeros de producio positivos e crescentes, nos ultimos anos as
perdas na produtividade da soja tém sido recorrentes e expressivas devido ao
aumento da frequéncia e intensidade dos periodos de seca, decorrentes
provavelmente das mudancgas climaticas (JICA, 2011; EMBRAPA, 2014).

Assim, fatores bidticos e abidticos podem limitar a produtividade de diversas
culturas, incluindo a soja. Dentre esses fatores, o déficit hidrico tem sido o
responsavel por limitar o crescimento e desenvolvimento da soja, afetando sua
produtividade e distribuicdo espacial e, muitas vezes, a qualidade do grao,
principalmente quando a falta de agua ocorre nas fases de florescimento e
enchimento de grdos, consideradas mais sensiveis a seca (BARBOSA, 2013;

EMBRAPA, 2005). Cabe ressaltar que os problemas decorrentes do déficit hidrico
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nao sdo restritos a algumas areas produtoras, ao contrario, a seca hoje vem sendo
considerada um problema global, pois as areas atingidas estdo se expandindo e a
expectativa futura € de que nas préximas décadas, aliado ao déficit hidrico, ocorram
ainda aumentos significativos da temperatura média global, da concentragao de
gases na atmosfera, principalmente COz2, acarretando mudangas climaticas em todo
o planeta (NEPOMUCENO et al., 2001). Estimativas mostram que por volta de 2050,
quando a populagdo mundial somara cerca de 9,1 bilhdes de pessoas, a
temperatura global sera em média 1,8°C maior que a atual, a concentragdo de CO2
no ar sera de 550 ppm (partes por milhdo) e a concentragcdo de O3z sera de 60 ppb
(partes por bilhdo). Neste cenario, a fisiologia das plantas sera cada vez mais
afetada, sem considerar outras diversas variaveis também relevantes, como a
diminuicao das precipitagdes pluviométricas. Segundo Pennisi (2008), o aumento da
temperatura alterara o regime de chuvas, de evaporagao da agua e da transpiragéo
das plantas. Ou seja, previsdes cientificas tracam um cenario futuro onde a
populagdo mundial terd aumentado significativamente, assim como a necessidade
de se produzir mais para atender a demanda por alimentos.

Ainda neste panorama desfavoravel, os pesquisadores terdo que lidar com
estresses bidticos e abidticos mais severos que irdo interferir diretamente na
produtividade das culturas, em uma area de plantio ja sofrida, diminuta e desgastada.
Alguns dados mostram que o aumento de temperatura pode provocar, de um modo
geral, diminuicao de regides brasileiras aptas ao cultivo dos graos. Com excecao da
cana-de-agucar e da mandioca, todas as outras culturas analisadas - algodéo, arroz,
feijdo, girassol, milho e soja - sofreriam queda nas areas de baixo risco e, por
consequéncia, no valor da produgdao. O aumento das temperaturas em decorréncia
do aquecimento global pode provocar perdas nas safras de graos de R$ 7,4 bilhdes
ja em 2020 - numero que pode subir para R$ 14 bilhdes em 2070 (ASSAD; PINTO,
2008).

Para minimizar e reduzir os prejuizos produtivos e financeiros decorrentes de
longos periodos de déficit hidrico, varias estratégias tém sido utilizadas. Aliada as
praticas convencionais de manejo e ao melhoramento genético, nos ultimos anos a
biotecnologia, através da tecnologia do DNA recombinante, tornou-se mais uma

ferramenta viavel e acessivel na obtencao de plantas mais tolerantes a estresses
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abidticos, como o déficit hidrico (PETHERICK, 2010). No ambito cientifico, os
estudos realizados tém concentrado esforgcos na obtencdo 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 auxiliem a
planta a administrar o uso da agua e a direcionar suas energias de forma sistémica
sob condigbes ambientais adversas. Molecularmente, para responder a seca, alguns
genes sao expressos e atuam desencadeando cascatas génicas ou ainda
pontualmente em vias metabdlicas especificas de respostas que tentam
controlar/minimizar os danos causados pelo déficit hidrico (BARBOSA, 2013).

Neste contexto, ferramentas biotecnoldgicas vém sendo utilizadas para a
insercao de genes exdgenos que conferem tolerancia a estresses abidticos como a
seca em culturas importantes como a soja (QUEIROZ, 2014). Assim, desde 2004, foi
firmada uma parceria entre a Embrapa Soja e o JIRCAS (“Japan International
Research Center for Agriculture Science”) e uma das linhas de pesquisa tem como
objetivo desenvolver plantas de soja GMs contendo construgbes génicas com
fatores de transcricdo (FTs) responsaveis pela regulagao simultdnea de varios genes,
entre outros genes identificados como responsivos a seca.

Além da manipulagédo, via metodologias de transformacédo de plantas, de
fatores de transcricdo responsaveis pela ativacao de cascatas génicas que conferem
respostas induzidas a seca, o uso de genes chaves em vias metabdlicas especificas
envolvidas na defesa vegetal ao déficit hidrico também tem sido alvo de estudos
recentes (HIMURO et al., 2014; PENNYCOOKE, 2003; TAJI, 2004; TAN et al., 2003).

A expressdo estavel do transgene durante as geragdes subsequentes é o
fator chave para o sucesso do cultivo das plantas geneticamente modificadas. A
integracdo de uma copia simples e intacta do cassete de expresséo é desejavel para
que nao haja a perda desses eventos, causado pelo silenciamento associado a
complexa integragdo do transgene (CHAWLA et al., 2006; MENG; ZIV; LEMAUX,
2006; SCHUBERT, 2004).

Para caracterizar molecularmente os eventos obtidos, a avaliagdo conjunta de
técnicas como a de RT-gPCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia quantitativa em

Tempo Real) juntamente com a taxa de segregacao das progénies deve ser
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realizada para correta determinacdo de caracteristicas como numero de coépias,
numero de insertos e expressao constitutiva do transgene. A taxa de segregacgéao
pode ser estimada através da contagem das sementes positivas obtidas na progénie

a partir da segunda geragao.

251.Uso de genes de vias metabdlicas seca-responsivas no
desenvolvimento de PGMs (Plantas Geneticamente Modificadas) mais

tolerantes ao déficit hidrico

Muitos FTs ja foram identificados como seca-responsivos e vém sendo
utilizados no desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas, com grande
potencial no uso para obtencdo de variedades com aumento da tolerancia as
mudangas climaticas como seca e frio e a alta salinidade e congelamento (FUJITA et
al., 2011). Estes FTs atuam como uma chave regulatoria envolvida na expressao, na
regulacédo génica e na transducédo de sinais em resposta ao estresse ambiental.
Dentre os FTs ja identificados como seca-responsivos e utilizados no
desenvolvimento de plantas GMs estdo os genes das familias DREB e AREB. Estes
FTs atuam, respectivamente, na via independente e dependente de ABA em
resposta a seca nos vegetais. Pela ligacdo as regides especificas DRE e ABRE
(respectivamente) na regido promotora de genes alvos, os FTs DREB e AREB
ativam a transcricdo de genes “downstream” responsaveis pelas respostas
defensivas de protecéo celular ao déficit hidrico (MIZOI et al., 2013; NAKASHIMA,;
ITO; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2009; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2006; WANG; YANG; YANG, 2011; XU et al., 2008).

A insergdo do FT A{DREB1A sob o controle do promotor estresse induzido
rd29A aumentou com sucesso a tolerancia a seca em Arabidopsis (Gilmour et al.,
1998; Jaglo-Ottosen et al., 1998; Liu et al., 1998), tabaco (Kasuga et al., 2004), arroz
(Dubouzet et al., 2003; Oh et al., 2005; Ito et al., 2006), milho (Pellegrineschi et al.,
2004), trigo (Gao et al., 2009), amendoim (Bhatnagar-Mathur; Vadez; Sharma, 2008;
Devi, 2011; Vadez et al., 2013) e soja (DE PAIVA ROLLA et al., 2014; LI et al., 2005;
POLIZEL et al., 2011). Em soja, linhagens GMs DREB1A mostraram respostas mais

favoraveis ao déficit hidrico relacionadas a maior expressao de genes de defesa
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contra a dessecacgao. Fisiologicamente, as plantas GMs apresentaram alta taxa de
sobrevivéncia ap6s um severo periodo de deficiéncia hidrica e importantes
respostas a privagdo de agua como manutencdo da fotossintese e eficiéncia
fotossintética (POLIZEL et al., 2011). Em condi¢gbes de campo, os dados mostraram
que, embora as plantas DREB1A nao tenham superado a cultivar convencional BR
16 (seu “background” genético) em termos de rendimento, alguns componentes de
produgdo como numero de sementes, numero de vagens com sementes e numero
total de vagens foram maiores na linhagem transgénica quando o déficit hidrico foi
induzido no periodo vegetativo (ROLLA et al., 2014).

Além do gene DREB1A, outro fator de transcricdo da familia DREB, o gene
DREB2A, vem sendo utilizado na obtencdo de plantas mais tolerantes a seca,
salinidade e calor (CHEN et al., 2007; QIN et al., 2007; SAKUMA, 2006; SAKUMA et
al., 2006). Em Arabidopsis, os homélogos DREB2A e DREB2B sao ativados em
resposta a seca e salinidade. No entanto, trabalhos mostraram que DREB2A pode
induzir a expressao de varios genes de resposta ao calor, estresse ao qual DREB1A
nao confere tolerancia (QIN et al., 2007; SAKUMA et al., 2006). Trabalhos utilizando
DREB2A CA (forma constitutivamente ativa - CA), sob controle do promotor
constitutivo 35S ou estresse-induzido rd29A, e genes homologos de DREB2A em
Arabidopsis, milho e soja, indicaram que a tolerancia ndo somente ao déficit hidrico
mas também a alta salinidade e ao calor foram maiores em plantas GMs de
Arabidopsis (Chen et al., 2007), sugerindo que DREB2A pode promover a indugao
da expressao de genes “downstream” de resposta a estes estresses abidticos em
diferentes espécies vegetais (SAKUMA et al., 2006a, 2006b; SCHRAMM et al.,
2008). Em soja, linhagens GMs rd29A:AtDREB2A transpiraram menos que a cultivar
convencional BR 16 (“background”), sugerindo um mecanismo de conservagao de
agua das plantas GMs quando em condi¢gdes de boa disponibilidade hidrica
(ENGELS et al., 2013).

Considerando-se 0s genes presentes na via de resposta a seca dependente
de ABA, o FT AREB (Abscisic acid responsive elemento binding protein), do tipo
bZIP (Basic domain/leucine zipper - ziper basico de leucina) e isolado de
Arabidopsis € uma proteina de ligagao ao elemento de resposta ao ABA ou ABF

(ABRE - binding factors). Yoshida et al. (2010) demonstraram a superexpressao de
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AREB1 em condi¢cbes de déficit hidrico promovendo a tolerancia a desidratacéo.
Fujita et al. (2005) demonstraram que plantas transgénicas expressando a forma
fosforilada de AREB1 induzem muitos genes ABA responsivos sem a aplicagéo de
ABA exogeno. Especificamente em soja, construgbes contendo o gene AREB1
foram inseridas com sucesso. Para a construcdo 35S:AtAREB1AFL, a analise da
expressao génica relativa mostrou que o transgene foi superexpresso em todas as
linhagens GMs. Duas linhagens apresentaram melhoria na tolerancia ao déficit
hidrico, sobrevivendo a seis dias de irrigagao suspensa, de modo que trés dias apds
reidratacdo ndo apresentaram nenhum dano foliar. Além disso, a fotossintese destas
linhagens, em condi¢cdes de déficit hidrico, foi significativamente maior que a da
cultivar sensivel a seca BR 16, seu “background” genético (BARBOSA, 2013).

Além disso, para outra construgdo génica contendo o gene AREBIT,
35S:AtAREB1AAQT, em condi¢cdes de déficit hidrico, as plantas transformadas
apresentaram maior taxa de sobrevivéncia (100%), melhor eficiéncia do uso da agua
e maior numero de folhas que seu “background” genético, a cultivar BR 16. As
plantas transgénicas apresentaram também maior conduténcia estomatica sob
condigdes bem irrigadas (CHEN et al., 1993).

Outro FT, NAC, ja foi utilizado na obtengcdo de PGMs mais tolerantes aos
estresses abioticos. Segundo Fuijita; Fujita; Maruyama (2004), o gene seca-induzivel
RD26 codifica um fator de transcricdo NAC. Plantas transgénicas de Arabidopsis
superexpressando constitutivamente RD26 mostraram-se hipersensiveis ao ABA,
com a expressao de muitos genes ABA-induzidos em resposta a desidratacdo, a alta
salinidade e ao tratamento com ABA exdgeno. Em arroz, o gene OsNAC6 foi
induzido por ABA, frio, desidratagao e salinidade (NAKASHIMA et al., 2007). Ainda
nesta cultura, o gene SNAC1 (Stress responsive NACT1) apresentou aumento da
expressao sob condigdes de seca e alta salinidade (HU et al., 2006). Por sua vez, o
gene SNAC?2 (Stress responsive NAC2) quando superexpresso levou a obtengao de
plantas mais tolerantes ao frio e a salinidade (HU et al., 2008).

Além dos fatores de transcricdo, genes de outras vias metabdlicas de
resposta ao déficit hidrico vem sendo utilizados no desenvolvimento de plantas mais

tolerantes a seca. Assim, a manipulagdo de genes associados a producdo de
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osmoprotetores como os RFOs também tem sido utilizada para melhorar a tolerancia
das plantas cultivadas ao déficit hidrico (REGUERA; PELEG; BLUMWALD, 2012).

Diversos estudos identificaram a expressdo do gene GolS sob diferentes
condi¢cdes de estresses e em espécies vegetais diversas, inclusive de importancia
econbmica tais como meldo, milho, arroz, café e soja (SANTOS et al.,, 2011,
SENGUPTA et al., 2012; STOLF-MOREIRA et al., 2010a; VOLK; HARITATOS;
TURGEON, 2003; ZHAO et al., 2004a).

Em Arabidopsis, existem sete membros pertencentes a familia de genes GolS,
mas apenas trés deles sao responsivos a estresses abidticos. AtGolS1 e AtGolS2
sao induzidos por seca e alta salinidade, mas ndo por baixas temperaturas,
enquanto AtGolS3 é induzido por baixas temperaturas, mas nao por seca ou alta
salinidade (TAJI et al., 2002). A prova experimental da fungado protetora dos RFOs
veio de analises de plantas de Arabidopsis geneticamente modificadas
superexpressando o gene GolS2. Estas plantas, sob déficit hidrico, apresentaram
aumento no nivel de galactinol e rafinose endoégenos. Além disso estas plantas
apresentaram reducgao na taxa transpiratoria, o que auxiliou na tolerancia a seca.
Tais resultados permitiram concluir que galactinol e rafinose podem atuar como
osmoprotetores em condi¢cdes de déficit hidrico (TAJI et al., 2002).

Ainda em Arabidopsis, estudos mostraram que a expressao dos genes GolS1,
GolS2 e RS2 foi regulada pelos fatores de transcricdo de choque térmico HsfA1a,
HsfA1b e HsfA2 (BUSCH; WUNDERLICH; SCHOFFL, 2004; NISHIZAWA; YABUTA;
SHIGEOKA, 2008; PANIKULANGARA, 2004; SCHRAMM et al., 2006). Busch; et al
(2005) realizaram um estudo onde plantas de Arabidopsis tiveram suas folhas
coletadas e submetidas a temperatura de 37°C por 1Th em solugdo de incubagao
para serem analisadas via microarranjo. No material, verificou-se que dos sete
genes GolS presentes no genoma de Arabidopsis, cinco nao foram afetados pela
alta temperatura. Desta forma, apenas os genes AtGolS1 e AtGolS2 foram induzidos,
sendo que a expressao de AtGolS1 foi 22 vezes maior que a de AtGolS2. Além dos
genes GolS, outros genes da rota galactinol/rafinose foram analisados e verificou-se
que pelo menos um membro de cada familia de genes que codificam para enzimas
relacionadas a rota foi induzido pela alta temperatura e a maioria desses genes sao

regulados via HsfA1a/1b.



20

Em meléao, verificou-se que o gene CmGolS ativou o metabolismo dos RFOs
em plantas sob déficit hidrico, sendo que a expresséo desse gene ocorreu em folhas
e sementes (VOLK; HARITATOS; TURGEON, 2003). Em milho, dois genes GolS
foram descritos, sendo que ZmGolS3 acumula-se durante o periodo de
desenvolvimento da semente, enquanto ZmGolS2 é responsavel pelo acumulo de
galactinol prevenindo a desidratagdo durante a germinagao. No entanto, em estudos
realizados em calos, néo foi possivel detectar o acumulo de transcritos, mostrando
que este gene nao foi expresso em todos os tecidos (ZHAO et al., 2004b).

Em arroz, dois genes OsGolS ja foram descritos e ambos foram expressos
sob condicdes de seca e salinidade, porém apenas um deles foi induzido sob baixas
temperaturas. Quando nao induzidos por condi¢des adversas, os genes GolS nao
apresentaram niveis de expressao detectaveis (SENGUPTA et al., 2012).

Em café, trés genes CaGolS foram avaliados sob condicbes de estresse.
Transcritos de CaGolS1 foram acumulados em condigdes de déficit hidrico,
salinidade e calor; CaGolS2 foi detectado em déficit hidrico severo causado e alta
salinidade e CaGolS3 foi expresso sob déficit hidrico (SANTOS et al., 2011). Todos
os CaGolS foram detectados em tecidos foliares, mas ndo em outras partes da
planta, assim como observado em milho (ZHAO et al., 2004b).

Em plantas de soja submetidas ao déficit hidrico, Stolf-Moreira et al. (2010a)
verificaram a expressdo de GmGolS em folhas, sugerindo que este gene estaria
envolvido na resposta a seca. Em outro estudo, estes autores verificaram que
GmGolS apresentou o mesmo perfil de expressdo de GmDREB1A, supondo que o
gene pode ser regulado pelos fatores de transcricdo DREB1 sob condi¢gdes de
deficiéncia hidrica (STOLF-MOREIRA et al., 2010b). Também em soja, sob déficit
hidrico, Marcolino-Gomes et al. (2014) avaliaram as oscilagdes de expressédo do
gene GmGolS ao longo de 24h e verificaram variagdes diurnas na expressao do
gene, sendo que o pico de expressao ocorreu antes do amanhecer. Neste mesmo
trabalho, os autores ainda observaram que este gene contém elementos de resposta
ao ABA na sua regiao promotora.

Em um estudo recente, o gene AtGolS2 foi inserido em calos embriogénicos
de Brachypodium distachyon via biobalistica. A expressdo do gene foi avaliada via

RT-gPCR em plantas submetidas a condi¢gdes de déficit hidrico e reidratagcdo. As
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plantas transformadas apresentaram melhor desempenho com relagdo ao teor de
clorofila, & biomassa de raizes e a taxa de sobrevivéncia (HIMURO et al., 2014).
Com base nesses estudos, seria possivel afirmar que, através da
manipulagdo genética, a inser¢do do gene AfGolS2 em soja geraria plantas GMs
mais tolerantes, capazes de suportar favoravelmente condicdes de estresses
abidticos como o déficit hidrico, fornecendo uma alternativa para manutencdo da

produtividade mesmo em condigdes desfavoraveis.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Transformacgao via Agrobacterium tumefaciens

3.1.1. Cassete de expressao e cultivo de Agrobacterium

O cassete de expressao 35S:AtGolS2 foi obtido através de um acordo entre a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) e o Centro Internacional
Japonés de Pesquisa de Ciéncias Agricolas (JIRCAS - “Japan International
Research Center for Agriculture Sciences”). Esta construgdo é composta pelo vetor
binario pMDC123-IG Curtis; Grossniklaus (2003), e dois genes marcadores, 0 gene
bar (phosphinothricin acetyl transferase), que confere resisténcia ao herbicida
glufosinato de amdnio, usado como agente seletivo dos explantes transformados, e
o gene NPTII (Neomycin phosphotransferase), responsavel por conferir resisténcia
ao antibidtico canamicina, que seleciona as colbnias de Agrobacterium com o
transgene inserido. O cassete de expressdo esta sob controle do promotor
constitutivo CaMv 35S isolado do Virus do Mosaico da Couve-flor (Cauliflower
mosaic virus) e do terminador Tnos (Nopalina sintase de Agrobacterium
tumefaciens), sitio de poliadenilagdo que sinaliza o fim da transcricdo. O vetor
pMDC123-IG foi ligado ao vetor pC3300J-35S (Cambia Enabling Innovation, 2012)
contendo o cDNA do gene GolS2 de Arabidopsis thaliana.

A estirpe de Agrobacterium utilizada foi a EHA 105 (Hood et al., 1993),
considerada uma estirpe muito virulenta e que possui em sua estrutura o gene de
resisténcia a rifampicina. A estirpe EHA 105 é derivada de EHA101 (Hood et al.,
1986) e foi desenvolvida a partir da delegdo de T-DNA nativo de EHA 101,
substituido por um gene de resisténcia a canamicina.

O vetor contendo o gene AtGolS2 foi inserido, via eletroporagéo, conforme
descrito por Casali e Preston (2003) em células de Agrobacterium. Estas foram
transferidas para o meio Yep (Gelvin; Schilperoort; Verma, 1989), composto por
peptona (10 g L"), NaCl (5 g L"), extrato de levedura (5 g L"), pH 7,0, suplementado
com canamicina (50 mg L") e rifampicina (50 mg L") para a selegdo das bactérias
transformadas. As colbnias selecionadas foram entdo multiplicadas e posteriormente

estocadas em glicerol. A partir do estoque, uma placa de Petri foi estriada e
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armazenada em incubadora a 28°C por 24h para a multiplicagao das células a serem
utilizadas no processo de transformacao.

O protocolo de transformacao utilizado foi o descrito por Paz et al. (2006) e
consistiu na utilizagado de nos cotiledonares de sementes de soja maduras. Visando
melhorar o processo de infecgao, o bisturi, instrumento utilizado no protocolo original
para ocasionar o ferimento no tecido, foi substituido por uma micro escova de aco
inoxidavel, conforme descrito por Yamada et al. (2010).

Inicialmente, o pré-cultivo foi preparado a partir de uma colonia isolada de
Agrobacterium contendo a construcéo 35S:AtGolS2. As células foram incubadas em
10 mL de meio YEP suplementado com canamicina (50 mg L") e rifampicina (50 mg
L-') e mantidas em incubadora refrigerada com agitagdo orbital TE-421 — TECNAL, a
150 rpm, por 24h, a temperatura de 28°C. Apds o crescimento das bactérias, 100 pyL
do pré-cultivo foram transferidos para um novo frasco contendo 100 mL de meio
YEP suplementado com os antibidticos e incubado nas mesmas condigdes
anteriormente descritas.

O cultivo de Agrobacterium (ODsoo 0,6-0,9) foi centrifugado a 5.000g por 10
min e ressuspendido em 40 mL de meio de co-cultivo, composto por 1/10X Gamborg
B5 Basal Medium (Gamborg; Miller; Ojima, 1968), vitamina B5 1/10X, sacarose (30 g
L"), MES (4,26 g L"), agar (4 g L"), pH 5,4. O meio foi suplementado com &cido
giberélico (GAs) (0,25 mg L"), 6-Benzilaminopurina (BAP) (1,67 mg L), Cisteina
(400 mg L") e Ditiotreitol (1 M), previamente esterilizados com membrana de filtro de

0,45um (Millipore, USA) e adicionados ao meio apds a autoclavagem.

3.1.2. Material vegetal e infecgao dos explantes

A cultivar convencional de soja BRS 184 foi utilizada para o processo de
transformacdo genética. Esta cultivar foi sugerida pela equipe do Programa de
Melhoramento de Plantas da Embrapa Soja por se tratar de uma cultivar com alto
potencial produtivo, boa aceitacdo no mercado e facilidade de cruzamento.

Em cada repeticdo do experimento de transformacdo foram utilizadas
aproximadamente 100 sementes de soja, dispostas em placas de Petri e mantidas

em dissecador para desinfecgdo com gas cloro por 16h. Apds a exposicdo ao gas
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cloro, as placas foram fechadas e acomodadas em uma camara de fluxo laminar,
onde permaneceram abertas por 30 min para remog¢ao do excesso de gas. As
sementes estéreis foram hidratadas durante 16h em placas contendo meio de
germinagao, composto por 1X Gamborg B5 Basal Medium (Gamborg; Miller; Ojima,
1968), Vitamina B5 1X, sacarose (30 g L"), MES (0,64 g L"), phytaagar (6,5 g L"),
pH 5,6. Apds a hidratagdo, em cada semente foi realizado um corte horizontal
seguido de um corte longitudinal ao longo do hilo para separagao dos cotilédones e
a retirada do tegumento, uma por¢cdo do embrido e os primérdios foliares. Em
seguida, os explantes foram transferidos para o meio de co-cultivo contendo o
cultivo de Agrobacterium, onde cada cotilédone foi riscado de 10 a 12 vezes com o
auxilio de uma micro escova de acgo inoxidavel (Figura 2). Em seguida, doze
explantes foram dispostos com a parte adaxial voltada para baixo em placa de Petri
contendo meio de co-cultivo recoberto com papel de filtro estéril para evitar a

proliferagcdo da Agrobacterium, e mantidos por cinco dias em camara climatizada,

com fotoperiodo de 18h luz / 6h escuro, luminosidade de 50 ymol m2 s, a 25°C +
2°C e a 60% de umidade

relativa.

Figura 2. Etapas para a infecgcao dos explantes. A) corte horizontal na semente; B)
remogao da radicula; C) retirada do tegumento; D) corte longitudinal ao
longo do hilo para separagao dos cotilédones; E) retirada dos primérdios
foliares; F) ferimento na regido do no cotiledonar.
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3.1.3. Regeneragao, sele¢ao e identificagcao dos eventos

Ap06s o periodo de co-cultivo, os explantes foram lavados em agua destilada e
autoclavada e transferidos para o meio de multibrotamento com a parte aérea em
contato com o meio de cultura para induzir a formacdo de multibrotos. O meio de
multibrotamento foi composto por 1X Gamborg B5 Basal Medium, Vitamina B5 1X,
sacarose (30 g L"), MES (0,64 g L"), phytaagar (7,0 g L"), pH 5,6, suplementado
com BAP (1,67 mg L") e meropene (25 mg L") previamente filtro esterilizados e
adicionados apds a autoclavagem. Os explantes permaneceram no meio de
multibrotamento por quinze dias, em cadmara climatizada, com as mesmas condi¢des
descritas anteriormente, e posteriormente foram transferidos para o meio de
multibrotamento suplementado com o agente seletivo glufosinato de aménio (3 mg L-
).

Os explantes permaneceram no meio de multibrotamento com glufosinato por
mais quinze dias e, entdo, foram cortados na base do cotilédone para exposi¢ao de
novos tecidos e transferidos para o meio de alongamento, composto por MS 1X,
Vitamina B5 1X, sacarose (30 g L"), MES (0,64 g L"), phytaagar (7,0 g L"), pH 5,6 e
suplementado com GA3 (0,5 mgt"), asparagina (50 mg L"), acido piroglutdmico (50
mg L"), &cido indol acético (0,1 mg L"), zeatina (0,5 mg L"), meropene (25 mg L") e
glufosinato de am6nio (6 mg L™).

Novas transferéncias de meio de cultivo foram realizadas a cada quinze dias,
podendo permanecer até oito semanas no meio de alongamento. A cada troca de
meio de cultivo, um novo corte era realizado nos explantes até que os novos brotos
atingissem um tamanho ideal para a transferéncia para o meio de enraizamento.
Quando os brotos alcangaram aproximadamente 3 cm de comprimento, foram
cortados e transferidos para magentas contendo meio de enraizamento, composto
por MS modificado %X, Vitamina B5 1X, sacarose (20 g L"), MES (0,64 g L") e agar
(7 g L"), pH 5,6 e meropene (25 mg L"). Para indugédo da formacgédo de raizes, os
brotos recém cortados foram imersos em uma solugao de acido indolbutirico 1:100
(v/v) antes de serem inseridos no meio de enraizamento. Os explantes alongados
permaneceram em camara climatizada até o aparecimento de mais de duas raizes,

quando as plantulas foram gentilmente removidas, lavadas em agua para remover o
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excesso de meio presente nas raizes e transferidas individualmente para copos
plasticos de 180 mL preenchido com uma mistura de substrato:areia (1:1), com o
substrato constituido de terra:areia:composto orgéanico (3:2:2). As plantulas foram
mantidas em camara de crescimento por pelo menos uma semana, para
posteriormente serem transferidas para casa de vegetacdo e testadas via PCR
convencional.

Amostras de folhas das plantas de soja transformadas foram coletadas para
extragdo do DNA gendmico, conforme o protocolo descrito por Doyle; Doyle (1987).
A confirmacgao dos eventos positivos foi feita via PCR convencional utilizando pares
de “primers” especificos para o gene inserido (“foward” 5 ccc TCT AGA ATG GCA
CCT GAGATCAATAC 3’ e “reverse” 5ccc GGA TCC CTA AGC TGC AGA TGG
AGC TT3’) que amplificam um fragmento de 1018 pb, correspondente a uma parte
especifica da regido codante do gene alvo 35S:AtGolS2.

A reacéo de PCR foi realizada em volume final de 25 uL e composta por 5 yM
de cada iniciador “Forward” e “Reverse”, 0,4 mM de dNTP’s, 2 mM de cloreto de
magnésio, 1U de TagDNA polimerase e 50 ng uL-' de DNA. As amplificagbes foram
realizadas em termociclador modelo Veriti (Applied Biosystems) e a ciclagem
utilizada foi composta por desnaturagéo inicial de 95°C por 5 min, seguida de 35
ciclos de 95°C por 30s, 59°C por 30s e 72°C por 30s e finalizando com um ciclo de
72°C por 7 min. Os produtos das reacdes de amplificagdo foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose a 1,0% a 100 volts e visualizados em transluminador
UV.

ApoOs a identificagdo dos eventos positivos, as plantas negativas foram
descartadas e as positivas mantidas em casa de vegetacéo para avango de geragao

e multiplicacdo de sementes para experimentos futuros.

3.2. Analise da segregacao dos transgenes na gerac¢ao T1

Para analise da segregagdo dos eventos gerados, folhas dos eventos
positivos da geragao T1 e da geragdo T2 foram coletadas e o DNA gendémico foi
extraido utilizando-se o protocolo descrito por Doyle & Doyle. Em seguida, as
amostras foram analisadas via PCR convencional para confirmacgao da presenca do
transgene utilizando os pares de iniciadores especificos para o gene AtGolS2. O
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teste do X? (p< 0.05) foi realizado para verificar se a segregagédo do gene AtGolS2

estava de acordo com a segregacdo mendeliana esperada.

3.3. Quantificagao do numero de cépias do transgene via qPCR

Plantas da geracdo T1 e T2 dos eventos positivos foram utilizadas na
quantificacdo do numero de copias inseridas do transgene. Os programas Vector
NTI 11, ClustalX 2.1 e CLC Sequence viewer foram utilizados para realizar um
alinhamento “parwise” das sequéncias de Arabidopsis e da soja para que nao
ocorresse nenhuma amplificacdo dos genes ortélogos de AtGolS2. Para a reagao de
gPCR, os iniciadores para o gene alvo foram desenhados com auxilio do programa
Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), todos os iniciadores
utilizados estao descritos na Tabela 1. Para a determinagcdo do numero de coépias do
transgene por quantificacdo relativa, utilizou-se como calibrador o gene endégeno
Lectina (GmLec, Acesso No. K00821), espécie-especifico da soja e com apenas
uma cépia no genoma haploide , ou duas copias alélicas (homozigoto) (MEYER,;
CANDRIAN; LUTHY, 1994).

Para ambos os genes, uma curva de eficiéncia de amplificagao foi realizada
utilizando-se uma série de diluigdes do DNA (5, 5, 54, 53 e 5?). As reagbes de
amplificagdes foram compostas pelos DNAs em cada diluigao, 0,2 uM de iniciadores
F e R e 1x do tamp&o de reacédo do kit Platinum® SYBR Green® qPCR SuperMix
UDG (Invitrogen). As reagdes foram conduzidas em triplicatas biolégicas e técnicas
no termociclador em tempo real Step One Plus (AppliedBiosystems), nas seguintes
condigbes de ciclagem: 50°C por 2 min, denaturagao a 95°C por 10 min, seguidos de
40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1 min. Para calcular a eficiéncia da reacao,
aplicou-se a formula E=[10-1/slope]-1 (PFAFFL, 2001).

Para determinacao da quantificacdo do numero de copias, os valores de Ct do
alvo AtGolS2 foram subtraidos do Ct da referéncia enddgena lectina em cada
amostra, resultando no valor de ACt. O calculo final para o numero de cépias é 2
elevado a média de -ACt (22°Y), onde o numero 2 corresponde a somatoria das

eficiéncias do gene alvo (100% = 1) e do controle endoégeno (100% = 1) e por este
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motivo o valor de 2 variou conforme a somatéria dos resultados obtidos nas reagdes

de eficiéncia, que ser&o descritos a seguir.

Tabela 1. Sequéncias “Forward” e “Reverse” do iniciadores utilizados, tamanho dos
produtos de amplificagdo do transgene AtGolS2 inserido e dos diferentes
genes selecionados para analises de quantificagdo e expressao.

Genes iniciadores F e R Amplicon
wowsz  mowens | SiSomeceomeTa
Rafinose 1 Glyma03g137900 T e aoTS 101
Rafinose 3 Glyma19g004400 g%ﬁg%ﬁgﬂﬁg@?ggﬁ 119
GmpB-actina  Acesso GMUG0500 oA ANl 118

3.4. Analise da expressao constitutiva via RT-qPCR

A analise da expressao constitutiva do gene AtGolS2 foi realizada na geragao
T+ dos eventos positivos apenas em condigdes controle (irrigadas), para se
comprovar a expressao do transgene em boas condigdes hidricas. O aumento da
expressado dos genes em situagdo controle tende a ocorrer pelo fato do gene alvo
estar sob controle de um promotor constitutivo. O RNA total das amostras foi
extraido com o reagente Trizol® de acordo com as instrugdes do fabricante. As
amostras foram entao tratadas para eliminacao de DNA gendmico com o kit DNAse |
AmplificationGrade (Invitrogen). Para confirmacdo da auséncia de gDNA nas
amostras, uma PCR convencional utilizando-se um conjunto de iniciadores que
amplificam intron do gene B-actina foi realizada e as amostras foram comparadas ao
DNA genbémico de BRS 184 (controle positivo e “background” genético). Desta forma,
amostras contendo DNA gendmico apresentam uma banda de 520pb, enquanto as
amostras contendo somente o RNA nao apresentam produto de amplificagéo.

Para a sintese do cDNA, foram utilizados cerca de 100 ng dos RNAs tratados
e o kit Superscript® Il First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life
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Technologies) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A curva de eficiéncia de amplificagdo para o gene normalizador (Gmg-actina)
(acesso GMUG0500) e gene alvo (AtGolS2) e as condigbes de amplificagao
utilizadas foram as mesmas ja descritas no item 3.3. A determinagdo da expressao
constitutiva via RT-qPCR foi realizada utilizando-se a férmula 242Ct (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). O valor de Ct para ambos os genes alvo e normalizador foi
detectado e o valor do Ct do gene alvo foi subtraido do valor do Ct do controle
enddgeno, obtendo-se o ACt. Em seguida, o valor ACt foi subtraido do valor do ACt
da amostra calibradora BRS 184 (correspondente ao “background” genético),
resultando no valor de AACt. Este valor foi substituido na formula do nivel de
expressdo, 222t onde numero 2 corresponde a somatoria das eficiéncias do gene
alvo (100% = 1) e do controle enddgeno (100% = 1), cujos valores foram calculados

individualmente.

3.5. Analise da expressao génica via RT-qPCR

O nivel de expressao relativa do transgene AtGolS2, e de alguns genes
“‘upstream” e “downstream”, sob condi¢cdes de déficit hidrico foi quantificado via RT-
gPCR. Os genes alvos selecionados para analise de expressdao foram GmRST,
GmRS3, LEA2 e LEAG6. Estes genes foram escolhidos com base em resultados de
estudos prévios realizados em Arabidopsis por Taji et al. (2002) e em A. reptans por
(HIMURO et al., 2014).

Para andlise da expressdao génica, o RNA total das amostras foliares
coletadas foi extraido e o cDNA sintetizado conforme descrito no item 3.4.

Para a analise via RT-qPCR, as sequéncias dos genes alvos foram
pesquisadas no Phytozome e o desenho dos iniciadores foi realizado com auxilio do
programa Primer-BLAST e Vector NTI 11 na regido codante de cada gene enddégeno
da soja. Para o gene AtGolS2, o par de iniciadores foi desenhado no inicio da regido
codante e, para que nao ocorresse nenhuma amplificagdo enddégena na soja, um
alinhamento multiplo no banco de dados Phytozome foi realizado. A quantificacao
relativa do nivel de expressdo génica foi realizada em triplicatas biolégicas e

técnicas (n=9).
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A eficiéncia de amplificagdo dos iniciadores para os genes alvos, e para o
normalizador, o gene Gmg-actina, o qual apresenta expressao constitutiva em todos
os tecidos sob condigdes de déficit hidrico (STOLF-MOREIRA et al.,, 2011), foi
determinada utilizando-se uma diluigado seriada (5, 5%, 54, 53 e 52) de um “bulk” de
amostras. As reacdes foram compostas pelos cDNAs em cada diluicdo, 0,2 uM de
iniciadores F e R e 1x do tampao de reacao do kit Platinum® SYBR Green® qPCR
SuperMix UDG (Invitrogen). As reag¢des foram conduzidas em termociclador 7900
HT (Applied Biosystems) com as mesmas condigdes de ciclagem descritas no item
3.3. Para determinagéo da quantificacdo da expressao génica, os valores de Ct dos
genes alvo AtGolS2, GmRS1, GmRS3, LEA2 e LEA6 foram subtraidos do Ct da
referéncia enddogena Gmp-actina em cada amostra, resultando no valor de ACt. Em
seguida, o valor ACt foi subtraido do valor do ACt da amostra calibradora
correspondente a mesma amostra em condigdo controle, resultando no valor de
AACt. Este valor foi substituido na formula do nivel de expressdo, 2-22Ct onde
namero 2 corresponde a somatéria das eficiéncias do gene alvo (100% = 1) e do

controle enddgeno (100% = 1), cujos valores foram calculados individualmente.

3.6. Parametros fisiolégicos de linhagens GMs contendo a construgao
35S:AtGolS2 em condigoes de déficit hidrico

Para se avaliar os parametros fisiolégicos induzidos pelo gene AftGolS2 em
plantas de linhagens GMs 35S:AtGolS2sob déficit hidrico, foi conduzido experimento
em casa de vegetacdo, com delineamento inteiramente casualizado, com parcelas
subdivididas. Nas parcelas, foram distribuidos os eventos transgénicos 2la1 e 2la4 e
a cultivar convencional de soja BRS 184, correspondente ao “background” genético.
Nas subparcelas, foram distribuidas as condi¢gdes hidricas (déficit hidrico — DH,;
controle do déficit hidrico — CDH), com nove repeti¢des.

Para implementacdo do experimento, todas as sementes da geragao T2 dos
eventos selecionados e 50 sementes da cultivar convencional ndo transformada
foram previamente tratadas com Vitavax® Thiram 200 SC (200 g L") (Adapar) para
manutencdo de sua sanidade e em seguida dispostas em papel de germinagao

Germitest® umedecido com volume de agua equivalente a duas vezes e meia a
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massa do papel seco e mantidas em camara de germinagéo a 25°C £ 1 e 100% de
umidade relativa por 96h. Posteriormente, as plantulas foram imersas no inoculante
microbiano Atmo® (Bradyrhizobium japonicum 5,0X10° UFC mL') por 1 min e
transferidas para vasos de 1L (15 cm diametro externo x 10 cm base x 11 cm altura)
previamente esterilizados, aos quais foram inseridas duas folhas de papel filtro,
adicionadas ao fundo do vaso para evitar a perda de substrato ao longo do periodo
experimental e preenchidos com a mistura substrato:areia (1:1),com o substrato
constituido de terra:areia:composto organico (3:2:2), ambos (substrato e areia)
previamente esterilizados. Cada vaso conteve uma unica plantula e todas as
plantulas foram mantidas em casa de vegetagdo com temperatura programada a 28
+ 2°C e registros de temperatura e umidade relativa a cada 5 min por meio de
termohigrografo (Hobo U14-002, Onset®).

Os vasos foram irrigados diariamente com 100 mL de agua, suficiente para
saturar o substrato e a partir do estadio V2, realizou-se fertilizacdo com solugao
nutritiva de Hoagland; Arnon (1950) uma vez por semana. Quando as plantas
atingiram o estadio fenolégico Vi, amostras de folhas foram coletadas para
confirmacédo dos eventos via PCR convencional. Do total de plantas consideradas
positivas para insergéo do gene, parte foi destinada ao experimento de déficit hidrico
e o restante das plantas foi mantida em casa de vegetacao até o final do ciclo para
avango de geragao. Ao atingirem o estadio V4, as plantas do grupo DH foram
submetidas ao déficit hidrico, o qual foi confirmado com base nos valores de
condutancia estomatica (gs) inferiores a 200 mmol H20 m2 s™!, enquanto a condigdo
controle correspondeu a valores de gssuperiores a 200 mmol H20 m? s' (FLEXAS
et al., 2004; SALINET, 2009) (. No dia anterior a indugcao do DH, todos os vasos
foram saturados com 100 mL de agua ao final da tarde para permitir a drenagem do
excesso de agua durante a noite. Na manha seguinte, todos os vasos foram
cobertos com sacos plasticos e o caule das plantas envolto com algodéao a fim de se
evitar a perda de agua por evaporacao pela regido central do vaso. As plantas da
condigédo controle permaneceram sendo irrigadas diariamente com volume de agua
suficiente para saturar o substrato, enquanto a irrigagao foi suspensa naquelas do
grupo DH, as quais foram monitoradas diariamente com relagdo aos valores de gs.

Quando as plantas da condigdo DH apresentaram valores de gs inferiores a 200
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mmol H20 m=2 s (oito dias apds a suspensdo da irrigagdo), medidas de trocas
gasosas — taxa fotossintética (A), concentragao intercelular de CO2 (Ci), condutancia
estomatica (gs) - e de temperatura foliar foram realizadas no foliolo central do
terceiro trifélio completamente expandido sentido apice-base por meio de um
analisador portatil de fotossintese (LCpro-SD, ADC BioScientific). As medigdes
foram feitas em casa de vegetagcdo sempre a partir das 9h e com a radiagéo
fotossinteticamente ativa (PAR) estabelecida a 1000 uymol m?2 s'. Apds a medigdo
das trocas gasosas, o mesmo trifélio foi coletado, embalado em papel aluminio,
imerso em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para as analises de expressao

génica.

3.6.1. Analise de parametros agronomicos

ApOs a obtencao dos dados relativos aos parametros fisioldgicos e da coleta
do material para analise de expressao génica, as plantas foram transferidas para
vasos de 8L contendo substrato constituido de terra:areia:composto orgéanico (3:2:2)
e mantidas sob irrigacdo automatica até o final do ciclo para serem avaliadas com
relagdo a alguns parametros agrondmicos. Desta forma, ao final do ciclo, as
seguintes variaveis foram avaliadas: numero de vagens com sementes (NVCS),
numero de vagens sem sementes (NVSS), massa seca total de sementes (MSTS),
numero total de sementes (NTS), numero de sementes por vagem (NSV), peso de
mil sementes (P1000).

3.7. Analise da taxa de sobrevivéncia e transpiracao diaria

Neste experimento, sementes da geragdo T2 das linhagens 2la1 e 2la4 e da
cultivar convencional BRS 184 foram germinadas em papel de germinagdo e
transferidas para vasos de 1L seguindo o mesmo procedimento descrito no item 3.5.
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com 8 blocos. Os
vasos foram irrigados diariamente com 100 mL de agua, suficiente para saturar o
substrato, e realizou-se fertilizagdo com solugéo nutritiva de Hoagland; Arnon (1950)

uma vez por semana. Quando as plantas atingiram o estadio V1, estas foram
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avaliadas via PCR convencional para confirmacdo dos eventos. Ao atingirem o
estadio Vs, todas as plantas foram submetidas ao déficit hidrico seguindo os
mesmos procedimentos ja descritos no item 3.5. As plantas permaneceram vinte
dias sob déficit hidrico e, durante esse periodo, os vasos foram pesados diariamente
para se obter a transpiragdo diaria (g dia™') pela diferenga na perda de agua entre
dias sucessivos. Quando 90% das plantas convencionais BRS 184 (“background”
genético dos eventos transgénicos) apresentavam-se mortas, todas as plantas foram
reidratadas a por oito dias, momento em que as plantas apresentaram evidente
recuperacado ao déficit hidrico. Apos esse periodo, verificou-se a percentagem de

plantas sobreviventes.

3.8. Analise de crescimento

Neste ensaio, o delineamento experimental utilizado foi 0 em blocos ao acaso,
em esquema fatorial 3x2 (materiais genéticos x condigdes hidricas), sendo dois
eventos AtGolS2 (21a1 e 2la4 da geragéo T2) e seu “background” genético (cultivar
convencional de soja BRS 184), bem como plantas na condi¢gdo controle (CDH) e
sob déficit hidrico (DH), com 05 blocos.

O preparo das sementes, a instalacdo do experimento e o procedimento de
inducao do déficit hidrico foram os mesmos descritos no item 3.5. Quando as plantas
atingiram o estadio fenolégico Vi, amostras de folhas foram coletadas para
confirmacgéo dos eventos via PCR convencional. No dia do ensacamento dos vasos,
inicio do déficit hidrico, mediu-se a altura (ALT1) de todas as plantas,
correspondente a distancia entre o nd cotiledonar e o apice caulinar. A partir de
entdo, a irrigacao foi suspensa nos vasos do grupo DH, enquanto as plantas da
condigdo controle permaneceram irrigadas com volume de agua, suficiente para
saturar o substrato. Apds oito dias de restrigdo hidrica, quando as plantas do grupo
DH encontravam-se em déficit hidrico, comprovado pelos valores de condutancia
estomatica (gs) conforme mencionado no item 3.5, realizou-se a segunda medida de
altura das plantas (ALT2), bem como a contagem do numero de nés e a medigéo da
area foliar total, obtida por meio de um medidor modelo LI-COR 300 e definida como

a soma das areas de todas as laminas foliares em cada planta. Em seguida, as
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raizes foram lavadas e os diferentes tecidos (ldminas foliares, caules mais peciolos e
raizes) foram acondicionados separadamente em sacos de papel e secos em estufa
a 60°C até a obtencdo de peso constante, de modo que a massa seca dos
diferentes tecidos foi obtida por meio de balanga com sensibilidade de 0,1g. A massa
seca total correspondeu a soma das massas secas dos diferentes tecidos em cada
unidade amostral. O comprimento médio dos internds correspondeu a relagao entre
a altura (ALT2) e o numero de nés. A partir de ambas as medi¢oes de altura (ALT1 e

ALT2), obtiveram-se a taxa de crescimento relativo em altura, conforme a equacao:

TCRalt (%) = [((ALT2 — ALT1)/ALT1)*100]

A umidade gravimétrica do substrato tanto das plantas controle (CDH) quanto
daquelas sob déficit hidrico (DH) foi obtida a partir da equagdo UG
(%)=100*[(PL+MSU)-(PL+MSS)/(PL+MSS)-PL], onde: PL = peso da lata (g); MSU =
massa de substrato umido (g); MSS: massa de substrato seco (g), sendo esta ultima

obtida apds secagem do substrato a 110°C.

3.9. Analise estatistica

Os residuos apresentaram distribuicdo normal e atenderam aos demais
pressupostos da analise de variancia (ANOVA). Desta forma, os dados referentes a
trocas gasosas, umidade gravimétrica do substrato, pardmetros de crescimento e
parametros agronémicos foram submetidos a ANOVA e as comparagdes multiplas

de médias realizadas pelo teste Tukey (p<0.05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Identificacao de plantas de soja GMs contendo o gene AtGolS2

Um total de 339 ndés cotiledonares da cultivar de soja BRS 184 foram
transformados com a construgdo 35S:AtGolS2. Das 339 plantas obtidas, 10 foram
levadas a casa de vegetagao para serem testadas para a presenga do transgene via
PCR convencional utilizando-se iniciadores especificos para a construgao AtGolS2.
A variagao entre o numero de amostras transformadas e o niumero de amostras
testadas é consequéncia da dificuldade de regeneragcdo de plantas de soja em
cultura de tecidos, dificultando a obtencdo de eventos contendo o transgene e
também devido ao método utilizado para condugao do experimento, onde apenas as
plantas sobreviventes ao processo de aclimatagao e transferéncia para a casa de
vegetacgao foram avaliadas. Cinco plantas foram identificadas como positivas para a

construcado génica 35S:AtGolS2. Apds selecionadas, estas foram mantidas em casa

de vegetacao para multiplicacdo de sementes e avanco de geragdes (Figura 3).

o

Figura 3. A) Planta To crescendo em casa de vegetagao para avango de geragoes;
B) Bancada contendo plantas da geracédo T1 em casa de vegetagao.

A eficiéncia de transformacéo foi calculada de acordo com Rech; Vianna;
Aragao (2008), onde a mesma é dada pelo numero total de plantas transgénicas
férteis dividido pelo numero total de explantes transformados. Assim, uma eficiéncia
de 1,47% (cinco eventos positivos/339 amostras transformadas) foi obtida.

De forma geral, a maioria dos estudos com Agrobacterium feitos em soja
usam o mesmo protocolo descrito por Hinchee et al. (1988), porém com algumas
modificagdes, como é o caso dos trabalhos realizados por Paz et al. (2004, 2006),
Sato et al. (2007) e Yamada et al. (2010) que serao descritos a seguir. Paz et al.,
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(2004) utilizando nos cotiledonares de 12 diferentes cultivares de soja transformadas
com a estirpe EHA 101 de Agrobacterium, obteve uma eficiéncia que variou de 2% a
6,3%, sugerindo que a cultivar utilizada influencia diretamente na taxa de eficiéncia
devido a susceptibilidade a infecgdo, assim como a maior capacidade de
regeneracao de cada gendtipo. Sato et al. (2007) utilizou cinco diferentes cultivares
japonesas que foram infectadas com a estirpe EHA 105 e comparadas com a
cultivar utilizada no trabalho de Paz et al. (2004). A taxa de transformacéao obtida no
trabalho de Sato et al. (2007) foi de 1%, consideravelmente inferior aquela obtida por
Paz et al. (2004).Neste contexto, Yamada et al. (2010) com o objetivo de aumentar a
taxa de eficiéncia de transformacgao na cultivar Kariyutaka, utilizou a estirpe EHA 105
juntamente com uma escova de ago no processo de injuria dos explantes obtendo
assim uma taxa de eficiéncia de 4,4%. Assim, pode-se afirmar que o sucesso na
taxa de transformacdo depende de diversos fatores, tais como a estirpe de
Agrobacterium (Tie et al., 2012), a cultivar utilizada e o tecido escolhido para
transformacao (Chen; Dubnau, 2004), além das condi¢des de regeneragcdo do
explante que dificultam o sucesso na obtengdo de um grande numero de eventos
(LEE; JEON; KIM, 2002; ZUO et al., 2002).

4.2. Quantificagao do transgene e taxa de segregacao dos eventos

Para a analise da segregacao dos eventos GMs gerados no presente estudo,
sementes provenientes da geragédo To foram semeadas em casa de vegetagdo e o
DNA gendmico foi extraido e analisado via PCR convencional para confirmagéo da
presenca do inserto nas geragdes subsequentes.

Dos cinco eventos positivos obtidos em To, quatro (2la1, 2la2, 2la3, 2la4)
passaram o gene AtGolS2 para a geragao seguinte T1 (Figura 4), e destes, apenas

dois (2la1 e 2la4) passaram o gene para a geragao T2.
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Figura 4. PCR convencional realizado com as plantas da geracédo T+1 provenientes
das plantas 2la1, 2la2, 2la3, 2la4 e 2la9 da geragdo To. M: Marcador
molecular 1Kb Plus; a e b: controles positivos com construgdes de AtGolS2;
c e d: controles negativos, BRS 184 e branco, respectivamente.

O numero de plantas obtidas na geragao T+1 foi correspondente ao numero de
sementes T1 oriundas das plantas To. Por sua vez, o numero de plantas obtidas na
geracao T2 foi de 28 plantas no evento 2lal e quatro plantas no evento 2la4. Para
analise de segregacao dos transgenes, todas as sementes T3, provenientes das
plantas T2, foram agrupadas e o teste foi aplicado com base no montante final de
sementes. Assim, os resultados mostraram que os eventos 2la2, 2la3 e 2la4 da
geracéo T1e 2la1-8 e 2la4-11 da geragao T2 apresentaram o padrdo de segregacgéo
mendeliana (Tabela 2).

Tabela 2. Propor¢cdo da segregacdo do gene AtGolS2 nas geragbes T1 e T2 dos
eventos GMs obtidos com a construgcao 35S:AtGolS2.

T, Positivas Negativas Total FE FO FO-FE FO-FE?2 Segregacdo X2 P (%)
2lal 28 0 28 21 28 7 49 - 2,333333 NS
21a2 4 5 9 6,75 4 -2,75 7,5625 ~3:1 1,12037 NS
21a3 1 1 2 1,5 1 -0, 0,25 ~3:1 0,666667 NS
2la4 3 2 5 375 3 -0,75 0,5625 ~3:1 0,416667 NS
T, Positivas Negativas Total FE FO FO-FE FO-FE? Segregacdo X2 P (%)
2la1-8 169 102 271 203,25 169 -34,25 1173,063 ~2:1 5,771525 S
2la4-11 104 51 155 116,25 104 -12,25 150,0625 3:1 1,29086 NS

Legenda: FO= Frequéncia observada; Fe= Frequéncia esperada; X?= FO-FE/FE; NS= Nao significativo/ S=
Significativo

Para analise do numero de copias, trés plantas de cada evento e de cada
geracao foram selecionadas com base no total de sementes produzidas por planta.
Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados da quantificagdo do numero de cépias

do transgene em cada evento obtido nas geragdes T1 e T2.
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Tabela 3. Numero de cépias (quantidade de transgene) obtidas de acordo com o
método 22t via qPCR para trés linhas de dois eventos transgénicos de
soja (2la1 e 2la4) em geracdo T1 e em geragado T2 contendo a construgao

35S:AtGolS2.
Eventos T4 Transgenes dr:dcm()::':s Eventos T Transgenes d':,aclg::-:s
2]a1-20 68 >10 2la1-8-19 4 2-4
2la1-21 74 >10 2la1-8-20 24 >10
2la1-35 34 >10 2]a1-8-55 34 >10
2la4-10 4 2-4 2la4-11-10 4 2-4
2la4-11 6 3-6 2]a4-11-11 4 2-4
2]a4-12 38 >10 2la4-12-12 12 6-8

As plantas descendentes do evento To 2la1 apresentaram de forma geral um
grande numero de copias. O evento 2la1-20 apresentou 68 vezes mais a quantidade
de transgenes que o calibrador enddgeno lectina, sendo considerada uma planta
com mais de dez copias. Valor semelhante foi observado para o evento 2la1-21, que
mostrou 37 vezes mais a quantidade de transgenes que o calibrador. Por sua vez, o
evento 2la1-35 apresentou 17 vezes mais a quantidade de transgene. O padréao do
alto numero de cépias repetiu-se na geragao T2, exceto pelo evento 2la1-8-19, onde
foi encontrada quantidade de transgenes duas vezes maior que a do calibrador.

O complexo rearranjo dos genes causado pela insercdo do transgene no
genoma das plantas To e o grande numero de copias observado nessas plantas, n&o
pode ser relacionado a taxa de segregacao do evento 2la1, onde na geragdo T4
todas as plantas foram consideradas positivas e na geragao T2 a taxa de segregagao
foi de 2:1 (Tabela 2). Sabe-se que, normalmente, no processo de transformacgao via
Agrobacterium um baixo numero de cépias do transgene sao inseridas (Kohli et al.,
2003; Olhoft; Flagel; Somers, 2004; Oltmanns et al., 2010). No entanto, segundo
Song et al. (2003) o processo de integracéo do transgene sofre influéncia direta da
estirpe de Agrobacterium e do gene exdgeno utilizado. Diferentes condigdes
experimentais podem levar a uma complexa integracdo desses transgenes no
genoma, como observado por Wu et al. (2014) na avaliagdo de embrides de sorgo
transformados com as estirpes LBA4404 e AGL1 de Agrobacterium utilizando cinco

diferentes cassetes de expressdo. Neste trabalho 35% dos eventos obtidos
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apresentaram a insercdo de multiplas copias no genoma e interessantemente a
segregacao mendeliana ocorreu em 66,7% das plantas. A segregagao mendeliana
também foi observada por Vain et al. (2002) em plantas de arroz transformadas via
biobalistica contendo 34 cépias de uidA, destes, apenas 7% apresentaram
expressao estavel na geragcédo T1. Segundo Ahuja e Fladung, (2014) e Pawlowski e
Somers (1996) apesar de muitas vezes multiplas copias do transgene serem
integradas no genoma, estas geralmente co-segregam como um locus transgénico.
Ou seja, eles geralmente se integram em loci muito préximos ou no mesmo lécus
(Pawlowiski & Somers, 1996).

O evento 2la4-10, da geragao T+, foi caracterizado com um baixo numero de
copias, duas vezes a mais que o calibrador endoégeno lectina, de acordo com o
resultado obtido via qPCR. O evento 2la4-11 apresentou de trés a seis copias na
geragao T1 e de duas a quatro copias na geragédo T2, numero considerado baixo em
comparagao as outras amostras. A analise da segregacédo na geragédo T2 revelou
uma propor¢ao de 3:1 para o transgene, indicando que este segregou de acordo
com o padrdo mendeliano, provavelmente sendo integrado no mesmo lécus génicos
e comportando-se como um gene dominante. Por sua vez, a quantificagdo do
numero de coépias no evento 2la4-12 foi de dificil interpretacdo, uma vez que
apresentou grande numero de cépias tanto na geragdo T1 quanto na geragao Ta.

A quantificacdo do numero de copias via g-PCR utilizando o intercalante
SYBR Green para o calculo do numero de copias vem sendo utilizado como
alternativa ao uso da técnica de “Southern blotting” para a realizagdo de uma
verificagdo inicial e eficiente dos eventos obtidos uma vez que necessita de
pequenas quantidades de material biolégico, além de ser um protocolo eficiente e
rapido (ZHANG et al., 2015). A técnica foi validada em experimentos, tais como
conduzidos com Lesquerella fendlery (Chen e Lin, 2010), cana de agucar (Casu;
Selivanova; Perroux, 2012) e trigo (Mieog; Howitt; Ral, 2013) onde em cada um
destes estudos a quantificacdo do numero de copias inseridas de diferentes
transgenes foi analisada, ilustrando a eficiéncia da metodologia.
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4.3. Quantificagcao da expressao do gene AtGol/S2 em plantas da geragao T4

Na reacao de eficiéncia de amplificagdo, os iniciadores para AtGolS2 e Gmp-
actina apresentaram valores préximos, 93% e 98% respectivamente (Tabela 4). Nao
ocorreu a formacdo de dimeros de iniciadores ou amplificacdo de produtos

inespecificos.

Tabela 4. Taxas de eficiéncia dos iniciadores do transgene AtGolS2 inserido e dos
diferentes genes selecionados para analises de quantificagdo e expressao.

Genes Taxa de eficiéncia
AtGolS2 AT1G56600.1 93%
Rafinose 1 Glyma03g137900 95%
Rafinose 3 Glyma19g004400 92%
LEA 2 Glyma09g31740 97%
LEA 6 Glyma17g17860 90%
GmLec Acesso K00821 96%
Gmp-actina Acesso GMU60500 98%

Todas as plantas da geragéao T1 (2la1-20, 2la1-21, 2la1-35, 2la4-10, 2la4-11,
2la4-12) utilizadas na analise do numero de coépias tiveram seu DNA extraido para
analise da expressao constitutiva. No entanto, o material das plantas 21a1-20 e 2la4-
10 ndo apresentou bons resultados nas analises e por este motivo precisou ser
descartado. Os resultados mostraram que a planta 2la4-12 foi a que apresentou a
maior expressdo entre os materiais analisados, seguida pela planta 2la4-11,
diferentemente das plantas do evento 2la1, onde todas apresentaram baixa ou

nenhuma expresséo, como foi o caso da planta 2la1-35 (Figura 5).
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Figura 5. Comparacdo da expressao génica relativa do transgene AfGolS2 na
geragao T1 de quatro eventos obtidos em relagdo ao calibrador (BRS 184),
sem inducao de estresse. A expressao do transgene foi normalizada com o
gene Gmgp-actina e calibrada com a cultivar convencional BRS 184,
correspondente ao “background” genético.

A baixa expressao génica identificada nas plantas do evento 2la1 esta
possivelmente associada ao grande numero de copias identificados neste evento
(Tabela 3), introduzidos durante processo de infecgdo. Devido ao alto numero de
copias e possiveis desarranjos no genoma, essas plantas, provavelmente, tiveram

sua expressao silenciada, como sera discutido adiante.

4.4. Quantificagcao da expressao do transgene AtGol/S2 em plantas de soja

submetidas a déficit hidrico

Com base nos resultados de taxa de segregacao e producdo de sementes na
geragdo T1, trés eventos da geragdao T2 (21a1-8, 2la2-34 e 2la4-11) foram
selecionados para avaliar o efeito da inser¢do do gene AtGolS2 no genoma da soja,
sob condicoes de déficit hidrico. No entanto, o evento 2la2-34, ndo apresentou
descendéncia positiva para o gene AtGolS2, sendo portanto, descartado das futuras
andlises. Nas avaliagbes subsequentes as plantas 2la1-8 e 2la4-11 da geragéo T2
serao denominadas 2la1 e 2la4.

Desta forma, sob déficit hidrico, observou-se no evento 2la4 um aumento da
expressao do gene, enquanto o inverso foi observado no evento 2la1. A expressao

de AtGolS2 sob déficit hidrico foi 1x mais alta no evento 2la4, quando comparada a
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condicdo controle e a cultivar convencional BRS 184, comprovando a indugcdo do

gene (Figura 6).
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Figura 6. Nivel de expressdo do gene AtGolS2 na cultivar BRS 184 e nos eventos
GMs 2la1 e 2la4 na condicdo controle (CDH) e sob déficit hidrico (DH). A
expressao do transgene foi normalizada com o gene Gm-actina e calibrada
com a mesma amostra na condigdo controle (sem inducdo de estresse).
Valores representam médias + erro padrdo; n = 9.

Neste contexto, para verificar as possiveis alteracbes decorrentes da
introdugdo do gene AtGolS2 na biossintese dos RFOs alguns genes da rafinose
foram analisados e verificou-se que o gene da rafinose 1 (GmRS1-
Glyma03g137900) apresentou no evento 2la4, em condi¢des de déficit hidrico, uma
expressao 1,5x maior quando comparado a cultivar BRS 184 sob estresse (Figura
7A). Por sua vez, o gene da rafinose 3 (GmRS3 — Glyma19g004400), sob déficit
hidrico mostrou-se aproximadamente 4,5x mais expresso, no evento 2la4, quando

comparado com a cultivar BRS 184 em condigbes de estresse (Figura 7B).



43

A Glyma. 199004400 (GmRS3) B

2 - (AACT)
(o]

2 I
, mH . 2
2la1 2la4 BRS 184

C mWD

Figura 7. Nivel de expressdo do gene GmRS1 (A) e GmRS3 (B) na cultivar BRS 184
e nos eventos GMs 2la1 e 2la4 na condigdo controle (CDH) e sob déficit
hidrico (DH). A expressao do transgene foi normalizada com o gene Gmg-
actina e calibrada com a mesma amostra na condicdo controle (sem
inducao de estresse). Valores representam médias * erro padrao; n= 9.

Assim, notou-se nas plantas do evento 2la4 um aumento no acumulo de
transcritos de galactinol e rafinose. Estes carboidratos podem atuar como
osmoprotetores resultando numa maior tolerancia a estresses abidticos devido as
alteracdes decorrentes do processo conhecido como ajustamento osmético
(CHAVES, 2004; TURNER; WRIGHT; SIDDIQUE, 2001). A importancia do acumulo
de transcritos de galactinol e rafinose, em decorréncia da alteragao no metabolismo
de carboidratos em condigdes de estresses abidticos foi previamente descrito por
Taji et al. (2002) em plantas de Arabidopsis superexpressando o gene AtGolS2 sob
déficit hidrico. . Neste trabalho Taji et al. (2002) observou um aumento tanto de
galactinol quanto de rafinose nas plantas transformadas, indicando que estes
agucares teriam papel fundamental na tolerancia a seca provavelmente atuando
como osmoprotetores. O acumulo de carboidratos em condigbes abidticas adversas
também foi observado por Peters et al. (2007) que identificaram um gene
relacionado a galactinol sintase, denominado XvGolS, em uma biblioteca de cDNA
construida a partir de folhas de Xerophyta viscosa e verificaram que em plantas sob
déficit hidrico com indice abaixo de 5% de conteudo relativo de agua - RWC
(Relative Water Content), a sacarose e a rafinose foram os carboidratos
predominantes. O aumento dos carboidratos, nos 6rgaos vegetais, em condi¢cdes de
estresse hidrico pode ser consequéncia da reducdo substancial da expansao dos

orgaos, que levaria a limitagdo do consumo de carboidratos pelos drenos (LAWLOR,;
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CORNIC, 2002) (LAWLOR; CORNIC, 2002). Desta forma, tal acumulo de
carboidratos pode representar um mecanismo de adaptagdo vegetal a condigéo
hidrica desfavoravel, uma vez que estes podem atuar no ajustamento osmotico
aumentando a retencao de agua na célula e retardando a senescéncia e morte
(QUICK et al., 1989) (QUICK et al., 1989). Adicionalmente, a associagdo desses
oligossacarideos com bactérias bifidogénicas pode resultar em beneficios
fisioloégicos, tais como atuar como fibra dietética, participar na atividade
anticarcinogénica e reduzir os niveis séricos de lipideos (CUMMINGS;
MACFARLANE, 2002; GIBSON et al., 2004; MARTEAU P.; BOUTRON-RUAULT,
2002). O comportamento resultante da alteragdo no metabolismo de carboidratos
das plantas 2la4 sob déficit hidrico foi avaliado em analises fisiolégicas, em casa de
vegetacao, que serdo descritas e melhor discutidas posteriormente.

Os genes LEA2 e LEA6, importantes na resposta ao déficit hidrico também
foram analisados. No evento 2la4, sob déficit hidrico, o gene LEA2
(Glyma09g31740) apresentou uma expressao 1,2x mais alta quando comparado a
cultivar BRS 184 sob estresse. O mesmo padrao de expressdao também pbde ser
observado em relagdo ao gene LEA6 (Glyma17g17860), onde o evento 2la4 sob
déficit hidrico mostrou-se 1,14x mais expresso quando comparado a cultivar BRS
184 sob déficit hidrico (Figura 8).
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Figura 8. Nivel de expressao dos genes LEA2 (A) e LEA6 (B) na cultivar BRS 184 e
nos eventos GMs 2la1 e 2la4 na condigdo controle (CDH) e sob déficit
hidrico (DH). A expressao do transgene foi normalizada com o gene Gmpg-
actina e calibrada com a mesma amostra na condigao controle (sem indugao
de estresse). Valores representam médias + erro padrao; n= 9.
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Além do papel que os RFOs desempenham na tolerancia a seca, € possivel
que a interagao entre as proteinas LEA e os RFOs, sugerida por Liu et al. (2010) e
Wolkers et al. (2001) tenha possibilitado, no presente estudo, um aumento da
capacidade das plantas 2la4 de sobreviverem e se recuperarem apos o déficit
hidrico severo. Wolkers et al. (2001), avaliaram a capacidade de carboidratos como
sacarose e trealose e das proteinas LEA de atuarem conjuntamente através da
formacdo de estruturas vitreas que se ligam por meio de ligagdes de hidrogénio,
com o objetivo de minimizar os danos causados por estresses abioticos. Para tanto,
0s pesquisadores utilizaram a técnica de espectroscopia de infravermelho no pélen
de Typha latifolia e puderam concluir que a formagao dessas estruturas € capaz de
proteger as células vegetais em condi¢gbes abiodticas extremas, possibilitando um
longo periodo de estabilidade contra a seca em organismos tolerantes. Essa rede
formada pelos carboidratos e pelas LEAs possibilita maior estabilidade das
estruturas celulares servindo como ancoras em uma rede molecular para
proporcionar estabilidade as estruturas macromoleculares e celulares (WOLKERS et
al., 2001). Na matriz citoplasmatica, esse estado vitreo teria a fungdo de inibir a
fusdo das membranas celulares (Crowe et al., 1997; Sun et al., 1996), impedir a
desnaturacao das proteinas (CROWE et al., 2011) e limitar a difusdo dos radicais
livres (AMARA et al., 2013; BATTAGLIA; COVARRUBIAS, 2013; LIU et al., 2010).
Embora a sacarose e trealose tenham sido utilizados no trabalho de Wolkers et al.
(2001) os pesquisadores relataram que qualquer carboidrato soluvel poderia ter a
caracteristica de formacéao de estruturas vitreas para a protecao celular.

No presente estudo, com base nas analises de RT-gPCR das plantas do
evento 2lal sob déficit hidrico, ndo foi detectada expressdo absoluta do gene
AtGolS2 (Figura 6), enquanto para os demais genes avaliados a expressao mostrou-
se bastante baixa (Figura 7 e Figura 8). Estes dados sugerem um possivel
mecanismo de silenciamento génico. Barbosa et al., (2013) trabalhou com plantas
GMs de soja com a constugdo pBI35S-AREB1 transformadas via biobalistica e
também observou plantas silenciadas devido ao grande numero de copias inseridas
em um evento GM, aproximadamente 55,na geragao To.

Para confirmar a ocorréncia do silenciamento génico no evento 2la1, outros

experimentos e analises das geragdes seguintes devem ser realizados para
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determinar qual mecanismo de silenciamento SGPT (silenciamento génico pos-
transcricional) ou SGT (silenciamento génico transcricional) estaria ocorrendo
nessas plantas. O SGT estaria relacionado a metilagdes meioticamente herdaveis na
regiao do promotor do transgene induzidas pelo pareamento de regides homologas
de DNA ou ainda DNA-RNA (KOOTER; MATZKE; MEYER, 1999). Ja no SGPT a
metilacdo dentro da regido codificante do transgene levaria a uma prematura
interrupcao de sua transcricao, resultando na sintese de um RNA aberrante (abRNA)
(WASSENEGGER; PELISSIER, 1998). Apés a determinacdo do processo ocorrido,
estudos comparativos podem ser realizados para se verificar as consequéncias

desse silenciamento.

4.5. Medidas de trocas gasosas e umidade gravimétrica do substrato

Com relagcdo as medidas de trocas gasosas e a umidade gravimétrica do
substrato (Figura 9), ndo se detectou interacao significativa entre materiais genéticos
e condigdes hidricas. Porém, menores valores foram observados para todas as
plantas sob déficit hidrico, independentemente do material genético avaliado, exceto
com relagdo a concentracao intercelular de CO2. Por sua vez, com excecido da
umidade gravimétrica, sob déficit hidrico maiores valores foram observados para as
plantas 2la4 quando comparados aos demais materiais genéticos.

A média dos valores de gs observados nas plantas 2la4 em condigbes de
baixa disponibilidade hidrica ndo sdo compativeis com o padrdo correspondente a
plantas estressadas, as quais apresentam gs inferior a 200 mmol H20 m2 s™' (Flexas
et al.,, 2004; Salinet, 2009), mostrando que essas plantas demoraram mais para
sentir os efeitos da seca, possivelmente devido aos maiores valores de umidade

gravimétrica do substrato observados nas plantas 2la4 na condi¢ao controle.
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Figura 9. Trocas gasosas e umidade gravimétrica do substrato usado no cultivo de
plantas de soja geneticamente modificadas com a construgédo AtGolS2 e seu
“background”, a cultivar convencional BRS 184. A) Condutancia estomatica;
B) Concentragéo intracelular de COz2; C) Taxa fotossintética; D) Umidade
gravimétrica do substrato. Em cada material genético, médias + erro padréo
indicadas por asterisco (*) entre condi¢cdes hidricas e pelo sinal (°) dentro da
condigdo DH sao significativamente maiores pelo teste Tukey (p<0.05); n=9

O acumulo de agua no substrato juntamente com o aumento de transcritos de
galactinol e rafinose observados nas plantas do evento 2la4 provavelmente
influenciaram os resultados de trocas gasosas observados neste trabalho,
corroborando a possibilidade desses carboidratos terem atuado como
osmoprotetores no ajustamento osmético. Segundo Bray (1997), durante o
ajustamento osmoético o potencial osmoético no citosol € reduzido, mantendo o
potencial hidrico e o turgor das células préoximo do nivel 6timo. Quando o turgor é
mantido, processos como a condutancia estomatica, taxa de assimilacdo de CO:2
fotossintese e expansao dos tecidos foliares sdo parcialmente mantidos mesmo em
condigdes de baixo potencial hidrico no solo, possibilitando o desenvolvimento das



48

plantas mesmo em condigdes de estresse (ELSAYED; RAFUDEEN; GOLLDACK,
2014; PATTANAGUL; MADORE, 1999; VINOCUR; ALTMAN, 2005). No presente
estudo, embora ndo tenha havido interagao entre materiais genéticos e condicdes
hidricas, notou-se uma reducao da taxa fotossintética de todas as plantas avaliadas,
sendo esta uma das principais respostas ao déficit hidrico (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006). Nas plantas 2la4, apesar de ter sido observada
reducao da taxa fotossintética sob déficit hidrico, nesta condicdo, os valores foram
maiores quando comparados aos demais materiais. Isso pode estar relacionado ao
fato de que o ajustamento osmotico ndo é capaz de impedir que a taxa fotossintética
seja reduzida sob condigdes de déficit hidrico. No entanto, a manutengdo da
turgescéncia, comprovada pelos maiores valores de gs nas plantas 2la4,
provavelmente permitiram que mesmo sob déficit hidrico a fotossintese e outras
importantes atividades fisiologicas fossem mantidas, mesmo que baixas,
possibilitando a redistribuigdo de carbono e nitrogénio em tais plantas como sugerido
por KOBATA; PALTA e TURNER, (1992) e PALTA et al. (1994).

4.6. Analise de crescimento de plantas de soja GMs com o gene AtGolS2 sob

déficit hidrico

Plantas de soja da cultivar convencional BRS 184 e dos eventos GMs 2la1 e
2la4 foram avaliadas em relacdo a massa seca de folhas (MSF), massa seca de
caules mais peciolos (MSCP), massa seca de raizes (MSR) e massa seca total
(MST) em condi¢des controle e sob déficit hidrico. Em todos estes parametros, néo
houve interagao significativa entre materiais genéticos e condigcdes hidricas. Porém,
menores valores foram observados em praticamente todas as plantas sob déficit
hidrico, independentemente do material genético avaliado. Além disso, as plantas do
evento 2la4 apresentaram menores valores na condicdo controle quando
comparadas as plantas 2la1 e BRS 184 (Figura 10). Tal fato pode ser devido as
plantas do evento 2la4 terem apresentado um padrao de crescimento mais lento
antes do inicio da indugao do déficit hidrico, onde era possivel encontrar um grande
numero de plantas no estadio Vs, enquanto nos outros materiais genéticos a maioria

das plantas encontrava-se no estadio V4. Adicionalmente, os menores valores
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observados nos parametros MSF, MSCF, MSR e MST das plantas do evento 2la4

podem estar relacionados a maior taxa de condutancia estomatica observada nas

plantas do mesmo evento na condigdao controle, onde possivelmente a menor area

foliar dessas plantas foi suficiente para manter as trocas gasosas mais altas neste

evento quando comparado aos demais genotipos.
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Figura 10. Paréametros de crescimento de plantas de soja geneticamente
modificadas com a construgdo AtGolS2 e seu “background”, a cultivar
convencional BRS 184. A) MSF= massa seca de folhas; B) MSCP=
massa seca de caules mais peciolos; C) MSR= massa seca de raizes; D)
MST= massa seca total. Em cada material genético, médias + erro padréao
indicadas por asterisco (*) entre condi¢gbes hidricas e pelo sinal (°) dentro
da condi¢ao DH sao significativamente maiores pelo teste Tukey (p<0.05);

n=9

Para numero de ndés (NNOS), comprimento médio de internés (CMI), area

foliar (AF) e taxa de crescimento relativo em altura (TCRalt), também n&o se

detectou interagdo significativa entre materiais genéticos e condi¢gdes hidricas

(Figura 11). Nota-se que nesses parametros, exceto o numero de nés, também se
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observaram menores valores para todas as plantas sob déficit hidrico,
independentemente do material genético avaliado. A auséncia de interagdo na
TCRalt das plantas avaliadas indica que a transformacédo de soja com o gene
35S:AtGolS2 provavelmente ndo causou nenhum retardo no crescimento das

plantas transformadas.
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Figura 11. Paréametros de crescimento de plantas de soja geneticamente
modificadas com a construgdo AtGolS2 e seu “background”, a cultivar
convencional BRS 184. A) NNOS= Numero de nos, B) CMI= comprimento
médio de internos, C) AF= area foliar, D) TCRalt= taxa de crescimento
relativo em altura. Em cada material genético, médias + erro padréo
indicadas por asterisco (*) sado significativamente maiores pelo teste
Tukey; n=5.

Desta forma, € possivel inferir que para o evento 2la4 o uso do promotor
constitutivo CaMV35S nao alterou as caracteristicas de desenvolvimento das plantas
transformadas. O promotor constitutivo 35S é frequentemente utilizado para controle
da expressao génica e foi por muito tempo associado ao retardo de crescimento das
plantas na auséncia de estresses (KASUGA, 2004; LIU, 1998; MORRAN et al.,
2011; YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al., 1999). No entanto, em soja, Barbosa (2013)
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trabalhou com plantas GMs com a construgdo (pBI35S-AREB1) e observou que,
dentre os eventos com baixo numero de copias do transgene, o evento A24.10
apresentou leve redugédo no numero de folhas e o evento A2057.03 nao apresentou
nenhum retardo no crescimento. Marinho (2015) trabalhou com plantas GMs
superexpressando os fatores de transcricido AtAREB1 sob déficit hidrico com o uso
do promotor CaMV35S e verificou que ao final do periodo experimental ndo houve
diferengas para os parametros massa seca de raiz, massa seca de laminas foliares e
area foliar total quando as plantas foram comparadas sob condigdes bem irrigadas e
sob déficit hidrico, indicando que este promotor pode ser utilizado com sucesso na
obtencdo de plantas de soja geneticamente modificadas sem causar retardo no

crescimento.

4.7. Transpiragao diaria

Analisando-se os dados de transpiracao diaria obtidos através da pesagem
dos vasos em dias sucessivos (Figura 12), juntamente com aqueles obtidos na
umidade gravimétrica do substrato (Figura 9D), é possivel notar que o evento 2la4
armazenou mais agua na condi¢cao controle, ao passo que as plantas 2la1 e BRS
184 perderam mais agua por transpiragao nos primeiros dias de déficit hidrico. Com
0 passar dos dias, como o evento 2la4 apresentava maior volume de agua
armazenado no substrato no inicio do periodo de irrigacdo suspensa, estas plantas
passaram a transpirar mais que as do evento 2la1 e as da cultivar BRS 184 no
periodo intermediario de avaliagdo. Contudo, ao final do periodo experimental, os
trés materiais apresentaram comportamento semelhante, estando de acordo com os

resultados da umidade gravimétrica do substrato (Figura 9).
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Figura 12. Transpiragdo diaria das plantas AtGolS2 geneticamente modificadas e
seu “background”, a cultivar convencional BRS 184 durante 21 dias

consecutivos de déficit hidrico. Valores representam médias * erro
padrao; n=8.

4.8. Taxa de sobrevivéncia

Neste experimento, observou-se maior taxa de sobrevivéncia do evento 2la4
apo6s 21 dias de irrigagdo suspensa seguidos de nove dias de reidratacédo. Por sua
vez, as plantas da cultivar convencional BRS 184 apresentaram 100% de
mortalidade (Figura 13A). Com relagdo ao evento 2la1, das oito plantas avaliadas,
apenas uma manteve um unico trifdlio verde apds a reidratacdo (Figura 13B). No
entanto, este comportamento nédo pode ser atribuido a insercdo do gene AtGolS2,
uma vez que apesar das plantas apresentarem o gene em seu genoma, este nao se
mostrou expresso. As plantas do evento 2la4, porém, apresentaram 100% de
recuperagcao apos o reestabelecimento da irrigagdo (Figura 13C), corroborando os
dados observados por Taji et al. (2002), que demonstraram que plantas de
Arabidopsis superexpressando o gene 35S:AtGolS2, quando submetidas a 14 dias
de déficit hidrico, apresentaram total recuperacdo apds cinco dias de reidratagcao
devido a redugdo na transpiracado foliar, maior acimulo de agua no substrato e
acumulo de rafinose e galactinol nos tecidos, sugerindo que o aumento dos teores

destes carboidratos teria feito com que estes atuassem como osmoprotetores.
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Figura 13. Taxa de sobrevivéncia de plantas de soja AtGolS2 geneticamente
modificadas e o “background” a cultivar convencional BRS 184 apds 21
dias de irrigagao suspensa seguidos de nove dias de reidratacdo. A) BRS
184, B) 2la1 e C) 2la4; n=8.

4.8.1. Parametros agronémicos

Com relagcado aos parametros agronémicos numero de vagens com sementes
(NVCS), numero de vagens sem sementes (NVSS), massa seca total de sementes
(MSTS), numero total de sementes (NTS), numero de sementes por vagem (NSV),
peso de mil sementes (P1000), também nao se detectou interagao significativa entre
materiais genéticos e condi¢des hidricas. Porém, € valido ressaltar que todas as
plantas foram mantidas sob condicbes bem-irrigadas apds sua transferéncia para
vasos de 8L, apds terem passado por um curto periodo de déficit hidrico durante o
periodo inicial de desenvolvimento. Desta forma, considerando-se a média das
plantas provenientes das duas condi¢des hidricas estabelecidas conforme o item 3.6
para cada material genético, ndo se observaram diferengas entre as plantas do
evento 2la4 e seu “background” genético, a cultivar convencional BRS 184 (Figura
14). Este comportamento poderia ser explicado pelo fato de que o ajustamento
osmotico em soja permite que estas plantas se tornem mais tolerantes ao déficit
hidrico por serem capazes de manter seu desenvolvimento em condi¢ées de
estresse, porém sem necessariamente levar ao aumento na producdo de sementes
(SERRAJ; SINCLAIR, 2002). Por sua vez, as plantas do evento 2la1 apresentaram
menores valores para NVCS e NVSS comparadas ao “background” (BRS 184). Tal
resultado pode estar relacionado ao complexo padréao de integracdo do transgene no
genoma da soja, onde possiveis rearranjos cromossémicos podem ter afetado o

desenvolvimento normal dessas plantas (BARBOSA et al., 2013).
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Figura 14. Parametros agrondmicos (por planta) de soja AtGolS2 geneticamente
modificadas e seu “background”, a cultivar convencional BRS 184. A)
NVCS= Numero de vagens com sementes. B) NVSS= Numero de vagens
sem sementes. C) MSTS= Massa seca total de sementes (g). D) NTS=
Numero total de sementes. E) NSV= numero de sementes por vagem. F)
P1000= Peso de mil sementes. Médias + erro padrdo seguidas de letras
iguais nao diferiram entre si pelo teste Tukey (p<0.05); n=18.

Considerando-se que no presente estudo, de maneira geral, as plantas do

evento 2la4 apresentaram resultados moleculares, de trocas gasosas, umidade

gravimétrica do solo e de taxa de sobrevivéncia mais promissores frente ao déficit
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hidrico induzido em condi¢cbes de casa de vegetacao, tal evento foi selecionado para
ser levado a campo, na area experimental da Embrapa Soja, durante a safra
2014/2015 para ser avaliado sob diferentes regimes hidricos em condigdes reais de

lavoura.
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5. CONCLUSAO

. A construcao génica 35S:AtGolS2 foi inserida com sucesso em plantas
de soja da cultivar convencional BRS184, via Agrobacterium tumefaciens e cinco
eventos positivos foram obtidos: 2la1, 2la2, 2la3, 2la4, 21a9;

o A introducdo do gene AtGolS2 levou ao acumulo de transcritos de
galactinol e rafinose que podem ter auxiliado no ajuste osmotico celular em
condicdes de déficit hidrico;

. A expressao do gene AtGolS2 sob controle do promotor CaMV 35S em

plantas de soja n&o resultou em retardo do crescimento dos eventos avaliados.
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