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RESUMO

A ocorréncia de perdas de producdo na cultura de soja no Brasil é reflexo,
entre outros fatores, do déficit hidrico. Ferramentas de melhoramento genético visam
fornecer subsidios para contornar esses problemas na medida em que possibilitam a
introducdo de genes exdgenos nas plantas, envolvidos na resposta a estresses
ambientais. Varios genes de fatores de transcricdo em plantas foram caracterizados
e relacionados a toleréncia ao estresse hidrico. Dentre eles, o gene do fator de
transcricdo HaHB11, de girassol, que atua como regulador positivo da cascata de
sinalizacdo dependente de ABA (&cido abscisico), aumentando a expressao dos
genes de resposta que resultariam na tolerancia a estresse hidrico. Na tentativa de
obter plantas transgénicas de soja mais tolerantes a seca, o gene do fator HaHB11
foi clonado no vetor pAHAS e a construcao obtida foi utilizada para transformacéo
genética de soja via biobalistica, utilizando embrides zigéticos como tecido alvo.
Foram gerados 14 eventos de transformacdo, sendo que plantas da segunda
geracdo do primeiro evento apresentaram um locus unico de integracdo dos
transgenes. Assim, plantas T, deste primeiro evento, com 14 dias apds a
germinacao, foram testadas em bioensaios para avaliacdo da resposta ao estresse
hidrico. As plantas transgénicas apresentaram menor perda de agua na parte aérea
comparadas com as WT durante o estresse, além de possuirem mais raizes laterais
desenvolvidas. Além disso, as plantas transgénicas também se recuperaram melhor
da condicdo de estresse. Estes resultados indicam que as plantas transgénicas
tiveram melhor desempenho durante o estresse hidrico, e que isso provavelmente
estd ligado a uma via de resposta dependente de ABA. No entanto, ensaios

adicionais sdo necessarios para elucidar melhor o papel do transgene em soja.

Palavras-chave: Engenharia genética, Fator de transcricdo, Seca, Soja, Tolerancia



ABSTRACT

The occurrence of losses of soybean (Glycine max) production in Brazil is
related, among other factors, to water deficit. Breeding techniques aimed at
addressing these problems have continuously failed due to their inability to introduce
desirable genes that may be involved in response to environmental stress. Several
genes of transcription factors related to drought tolerance in plants have been
characterized. Among them, is the gene for sunflower transcription factor HaHB11,
which acts as a positive regulator of the ABA-dependent (abscisic acid) signaling
cascade, by increasing gene expression response, which results in tolerance to
water stress. In an attempt to obtain transgenic drought-tolerant soybeans plants, the
HaHB11 gene was cloned into the pAHAS vector and the construction obtained was
used for soybean genetic transformation via biolistic using zygotic embryos as target
tissues. Fourteen transformation events were generated, and plants arising from the
second generation of the first event had a single locus for the gene. Fourteen days
after germination plants from this first event were subjected to a bioassay to assess
their response to water stress. In addition to developing more lateral roots, transgenic
plants showed lower water loss in shoots compared non-transgenic plants when
subjected to water stress,. In addition, transgenic plants also recovered better from
stress condition. These results indicate that transgenic plants performed better during
water stress, and this may be linked to an ABA-dependent response pathway.
However, additional trials are required to further elucidate the role of the transgene in

soybean.

Keywords: Soybean, Genetic engineering, Transcription factor, Drought, Tolerance
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das espécies cultivadas ha mais tempo
no planeta. Registros historicos apontam que h& cerca de 5.000 anos formas
selvagens da planta foram semeadas em vérios locais da China, Coréia e Japéo
(LEE et al., 2011). A primeira ocorréncia do cultivo de soja no Brasil data de 1882,
mas sua utilizacdo comercial s6 comecou a partir de 1940, na regido Sul.
Inicialmente, foi explorado seu potencial como forrageira, mas pouco tempo depois
0s graos se tornaram o alvo do comércio e, desde entéo, a importancia econémica
da soja vem crescendo ao nivel mundial (EMBRAPA, 2013).

Atualmente, o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking da produg&o mundial
de soja, sendo que este fato se deve tanto a expansdo da area plantada quanto ao
aumento da produtividade. SO no ultimo ano o indice de producdo aumentou 22,7%,
0 que significa aproximadamente 15 milhdes de ton. de soja a mais do que no ano
anterior, totalizando 81 milh6es de ton. produzidas na safra 2012/2013 (CONAB,
2013). Além de produtor, o Brasil também é o0 maior exportador de soja,
representando 39% do total das exportacdes, destinadas principalmente para China
(SOY STATS, 2013).

Com relacdo a estimativa da produtividade média da safra 2012/2013, as
condicBes climaticas foram favoraveis, apesar do atraso no plantio em funcdo do
atraso das chuvas e da ocorréncia de chuvas coincidindo com a colheita. Sendo
assim, na ultima safra foi registrado um novo recorde na produtividade média
nacional (CONAB, 2013). J4 na safra de 2011/2012, foi observada uma grande
perda na producao, que deveu-se sobretudo, a estiagem ocorrida na regido Sul e no
Estado do Mato Grosso do Sul. Enquanto a area plantada teve aumento de 3,4%
com relacdo a safra 2010/2011, a produtividade caiu 14,8%. As condi¢des climaticas
adversas caracterizadas por estiagens prolongadas causadas pelo fendmeno “La
Nifia” foram as responsaveis pelo resultado negativo da safra (CONAB, 2012). Vale
salientar que boa parte da area plantada € de ciclo precoce e por essa razdo, as
fases de florescimento e formacdo das vagens foram seriamente prejudicadas pela
falta de chuva.

A disponibilidade de agua é um dos principais fatores que restringe a producao,

pois mesmo uma lavoura com alto potencial produtivo torna-se muito vulneravel se



houver limitagcbes no fornecimento de &agua (SINCLAIR; RUFTY, 2012). Para
combater os impactos da seca sobre o rendimento das culturas, h4 uma urgéncia na
identificacdo de plantas e seus mecanismos subjacentes para melhorar a eficiéncia
do uso da agua (MCAUSLAND et al., 2013). O conhecimento desses mecanismos
leva a rotas metabdlicas complexas com genes especificos expressos na condi¢cdo
de estresse. O desenvolvimento de estratégias moleculares no combate a seca
envolve a compreensdao do funcionamento desses genes diferencialmente
expressos, cujos produtos se encaixam em dois grupos majoritarios: proteinas
funcionais e proteinas regulatorias (SHINOZAKI et al., 1997).

Em um grupo de proteinas que sao fatores de transcricdo (FT) encontramos a
familia de genes HD-Zip. Algumas proteinas HD-Zip participam do desenvolvimento
vascular e de orgaos ou da manutencdo do meristema. Outras medeiam a acéo de
horménios, ou estdo envolvidas na resposta as condi¢cdes ambientais (ARIEL et al.,
2007). A expresséo de genes da subfamilia HD-Zip | € regulada por fatores abi6ticos
como seca, temperaturas extremas, estresse osmotico, taxa de iluminacdo e é
especifico em diferentes tecidos e orgaos da planta (GAGO et al., 2002; OLSSON et
al., 2004; RUEDA et al., 2005).

O gene HaHB11 pertence a subfamilia HD-Zip | e foi isolado de girassol. Ele foi
eleito neste estudo por ser um membro atipico da subfamilia que contém varias
sequéncias assinatura, ou seja, sequéncias unicas de oligonucleotideos. Este gene
conferiu toleréncia a estresses abidticos quando introduzido em plantas transgénicas
de Arabidopsis thaliana. As plantas transformadas com o gene HaHB11
apresentaram melhor desempenho do que as plantas wild type (WT) frente ao
estresse hidrico por promover um fechamento estomatico mais rapido e o
alongamento das raizes (Patente n° WO 2013/116/750 Al).

Por participarem de etapas iniciais do processo de percepcao e sinalizacdo, 0s
FT regulam a expressdo de varios grupos de genes, ou vias metabdlicas
(SHINOZAKI et al., 1997). Isto torna interessante o uso de FT em trabalhos de
engenharia genética onde se busca aprimorar caracteristicas de tolerancia a seca,
salinidade, congelamento, etc, que sao basicamente caracteristicas poligénicas.

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da expressao do gene HaHB11
de girassol em plantas de soja geneticamente transformadas submetidas ao
estresse hidrico. Para atingir o objetivo geral, os objetivos especificos foram a

construgdo de um vetor, a transformagéo de soja com o vetor, a confirmacdo da
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presenca do transgene no genoma da soja e o desafio das plantas transgénicas em

bioensaios de estresse hidrico que simulem as condi¢cdes de campo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soja: aspectos gerais e perdas no campo

bY

A soja é uma espécie autbgama pertencente a ordem Fabales, familia
Fabaceae, género Glycine (LEE et al., 2011). E uma planta diploide (2n=40),
derivada de um ancestral alotetrapléide, o que explica as elevadas taxas de
duplicacdo em seu genoma (SHOEMAKER et al.,1996).

O alto valor de mercado da soja esta associado a composi¢ao nutricional dos
graos, que possuem ressaltado teor de 6leo vegetal e proteinas. Além de ser fonte
de macronutrientes e minerais, a soja também contém metabdlitos secundarios
como isoflavonas, saponinas, &acido fitico, oligossacarideos e fitoestrogenos
(MANAVALAN et al., 2009).

A soja é uma planta anual de caule ereto, com grande diversidade quanto ao
ciclo de vida, variando de 70 dias para as mais precoces a 200 dias para as mais
tardias. As variedades brasileiras de soja sdo bem adaptadas a temperaturas entre
20°C e 30°C; a temperatura ideal para seu crescimento e desenvolvimento esta em
torno de 25°C. O crescimento vegetativo da soja € pequeno ou nulo a temperaturas
menores ou iguais a 10°C. Temperaturas acima de 40°C tem efeito adverso na taxa
de crescimento, provocando distarbios na floracdo e diminuicdo da capacidade de
retencdo de vagens. Esses problemas se acentuam com a ocorréncia de déficits
hidricos (FARIAS et al., 2007)

Um terco da populacdo mundial reside em regibes com escassez de agua, e
as previsdes climaticas para o futuro apontam mudancas onde periodos de seca
podem tornar-se mais frequentes e graves (MANAVALAN et al., 2009). Perdas
ocasionadas por estresse hidrico em soja representam cerca de 40% das perdas
mundiais (SPECHT et al., 1999). No Brasil, as quedas de producdo de soja tém
como uma de suas principais causas a ocorréncia de secas, principalmente nos
estados do centro-sul do pais. Para apresentar um bom desempenho, a cultura da
soja necessita além de um volume de agua adequado, uma boa distribuicdo das
chuvas ao longo do ciclo, principalmente durante os periodos mais criticos.
Especificamente, a soja € mais susceptivel ao estresse hidrico nos estagios

reprodutivos de inicio da vagem (R3), inicio da semente (R5) e de semente completa



(R6) (DOGAN et al., 2007). Além disso, durante o periodo de germinacdo tanto o
excesso como a falta de agua sdo prejudiciais ao estabelecimento da cultura. A
semente de soja necessita de absorver, no minimo, 50% do seu peso em agua para
uma boa germinacéo e o contetdo de 4gua no solo ndo deve exceder a 85% do total
maximo disponivel (FARIAS et al., 2007).

2.2 Déficit hidrico
2.2.1 Resposta a curto-prazo

O déficit hidrico ocorre quando o contetdo de agua de um tecido ou célula
esta abaixo do contetddo de agua mais alto exibido no maior estado de hidratacéo;
desta forma, a produtividade de uma colheita esta diretamente ligada a
disponibilidade de agua. Uma planta que é capaz de adquirir mais agua ou utiliza-la
de forma mais eficiente tolera melhor as condi¢cbes de estresse hidrico (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

As plantas desenvolveram diferentes estratégias naturais para tolerar ou
evitar condicbes de estresse hidrico (TAIZ & ZEIGER, 2004). Quando o estresse
ocorre repentinamente ou as folhas atingem o tamanho maximo antes do estresse
se iniciar, o0 mecanismo de fechamento estomatico reduz a evaporacao atraves das
folhas, sendo esta uma das respostas primarias ao estresse (SIRICHANDRA et al.,
2009; FINKELSTEIN & ROCHA, 2002). Por se localizarem na epiderme, as células-
guarda dos estdmatos podem perder a rigidez pela evaporacdo de agua e também
perder solutos. O fitormbénio acido abscisico (ABA) desempenha um papel
importante neste processo. Quando as células do mesdfilo comecam a desidratar
ocorre, por um lado, a liberacdo de ABA armazenado nos cloroplastos para o
apoplasto, processo chamado de redistribuicdo do ABA e por outro lado, ocorre a
sintese de ABA, que € acumulado no apoplasto (TAIZ & ZEIGER, 2004). A
concentracdo de solutos é determinante para abertura estomatica, com destaque
para o contetdo de potassio (K*) nas células-guarda. Os niveis elevados de ABA
durante estresse hidrico induzem abertura dos canais de Ca?* da membrana
plasmatica e inibicdo da bomba de prétons H+ATPase, com isso ocorre bloqueio dos
canais de entrada de K. Além disso, o0 ABA também ativa o canal de saida de K"

através da alcalinizacdo do citosol (o pH passa de 7,6 para 7,9). Sendo assim, o



Ca?* e o pH afetam os canais da membrana das células-guarda de dois modos: eles
inibem o canal de entrada de K*, e assim previnem a abertura dos estomatos, e eles
ativam os canais de saida, promovendo o fechamento estomético (TAIZ & ZEIGER,
2004).

Muitas das vias metabdlicas de resposta ao estresse hidrico estdo envolvidas
na producdo de osmoprotetores, tais como acUcares (trehalose, sacarose e
frutoses), aminoé&cidos (prolina e triptofano) e compostos de aménio (poliaminas e
glicil-betaina). Estas moléculas se acumulam nas plantas sob condi¢des de estresse
como mecanismo adaptativo, que pode fornecer tolerancia ao estresse. O acumulo
de solutos compativeis também esta envolvido na resposta primaria ao estresse. A
manipulacdo de genes associados com a producao de tais osmoprotetores tem sido
utilizada para melhorar a tolerancia ao estresse nas plantas cultivadas (REGUERA
et al., 2012). Outras vias metabdlicas primarias importantes séo aquelas envolvidas
na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), geradas em resposta a
estresses abioticos. ROS sdo compostos téxicos que causam danos aos
componentes celulares. A engenharia genética de enzimas (peroxidase e catalase)
envolvidas na detoxificacdo de ROS pode aumentar a tolerancia a estresses
abioticos (JAIN, 2013).

Muitos genes associados com estresse osmoético codificam proteinas
relacionadas com transporte de membrana como ATPases e aquaporinas (proteinas
de canal). Também séo induzidos genes que codificam proteinas com atividade de
proteases, que degradariam proteinas desnaturalizadas por estresse. A manipulacao
da expressédo de genes que codificam para as chaperonas e proteinas abundantes
da embriogénese tardia (LEA) tem sido amplamente utilizada para melhorar a
tolerancia ao estresse em plantas (TAIZ & ZEIGER, 2004). Proteinas LEA possuem
baixo peso molecular e desempenham um papel crucial na tolerancia a desidratacéo
celular, impedindo a agregacdo de proteinas durante a dessecacdo, além de ter
capacidade antioxidante juntamente com um possivel papel como chaperonas
(REGUERA et al., 2012).

2.2.2 Resposta a longo-prazo

O estresse hidrico também provoca alteracbes nas vias fotossintéticas a

longo prazo:



e Pigmentos fotossintéticos: clorofilas ae b

As clorofilas (a e b) e os carotendides séo os pigmentos fotossintéticos mais
abundantes existentes no planeta. Por possuirem estrutura quimica instavel, as
clorofilas séo facilmente degradadas, resultando em produtos de decomposi¢do que
alteram processos fisiologicos nas plantas (GONCALVES, 2008).

O déficit hidrico € um dos estresses ambientais responsaveis pela diminuicao
de pigmentos nas folhas, modificando o ciclo de vida do vegetal. Assim, métodos de
guantificacdo e de estimativa de tais pigmentos também podem ser utilizados como
ferramentas para selecdo de gendtipos tolerantes a seca. Métodos destrutivos sédo
citados na literatura como sendo relativamente eficientes. No entanto, o medidor
portatil de clorofila SPAD-502 permite leituras instantdaneas do teor relativo de
clorofila na folha sem destrui-la, fazendo com que tal método seja caracterizado pela
simplicidade e rapidez (ARGENTA et al., 2001).

e Fluorescéncia da clorofila a

O fotossistema Il depende de agua para a geracdo de energia quimica,
requerida posteriormente para a fixacdo de CO2. Variacbes na disponibilidade
hidrica geram menor eficiéncia do fotossistema I, menos ATP e NADPH sao
formados e, como consequéncia, menos CO, é fixado (LU & ZHANG, 1999; SOUZA
et al., 2005).

A técnica do rendimento quéantico do fotossistema Il (PSIl), obtido a partir da
fluorescéncia da clorofila a, pode estimar a integridade do PSII de uma determinada
folha, pois revela o nivel energético de excitacdo dos pigmentos que dirigem a
fotossintese. Esse nivel depende do balanco entre irradiacdo e da soma das taxas
de fotossintese e dissipacgao térmica (SCHOLES & HORTON, 1993).

Uma das variaveis envolvidas na medicdo de fluorescéncia, a fluorescéncia
inicial (F0), indica a intensidade da fluorescéncia com todos os centros de reacéo do
FSII abertos. O valor é obtido apés a folha permanecer por um periodo minimo de
30 minutos no escuro. Em seguida, ap6s um pulso de luz, ocorre o fechamento do
centro de reacdo pela reducdo do receptor de elétrons, plastoquinona A (QA),
resultando no aumento da emissao da fluorescéncia, desde FO até um pico, a
fluorescéncia maxima Fm. A diferenca entre Fm e FO resulta na fluorescéncia
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variavel (Fv), que representa o fluxo de elétrons do centro de reagédo do PSIlI (P680)
até a plastoquinona (PQH2). O rendimento quantico maximo é calculado como:
Fv/Fm = (Fm — FO)/Fm (MAXWELL & JOHNSON, 2000). A razao Fv/Fm representa
o rendimento quéantico maximo potencial do FSII mede o potencial de dissipacéo
fotoquimica de energia e é um excelente indicador do efeito do estresse ambiental.
Esse valor mostra-se proporcional a eficiéncia fotoquimica maxima do FSIl bem
como tém correlacdo com a taxa fotossintética liquida em folhas intactas. Um baixo
valor indica que os centros de reacédo do FSIlI podem estar danificados. Os valores
esperados para a relacdo Fv/Fm, na auséncia de estresse, estédo entre 0,75 e 0,85
(BJORKMAN & DEMMIG, 1987).

A reducédo da area foliar é outro efeito a longo — prazo, que ocorre devido a
limitacdo da expansao celular, pois quando a disponibilidade de agua diminui as
células podem diminuir de tamanho e a parede celular fica relaxada. Menos agua
significa reducéo da pressao de turgor e consequente aumento da concentracao de
solutos no interior da célula. Este é o primeiro efeito fisiologico significativo, e as
atividades que dependem da turgescéncia como a expansao foliar e o alongamento
da raiz sdo mais sensiveis ao déficit de agua. Em seguida, pode ocorrer a abscisao
de folhas. Quando as plantas passam por periodos de estresse hidrico apos
desenvolver uma quantidade consideravel de folhas, estas eventualmente irdo
senescer e cair, e isto ocorre devido a alta taxa de sintese de etileno. Alguns genes
envolvidos nesta via, quando superexpressos em plantas transgénicas, levaram a
uma maior tolerancia ao estresse hidrico, pois provocaram reducdo na sintese de
etileno, resultando em atraso na entrada da senescéncia (MANAVELLA et al., 2006;
RIVERO et al., 2007).

Outro efeito € o alongamento das raizes. Isto reduz o consumo de carbono e
energia, possibilitando que uma maior proporcdo de foto-assimilados possam ser
distribuidos para o sistema radicular, favorecendo o crescimento das raizes. Plantas
bem irrigadas tem um sistema radicular superficial, enquanto que, em solos pouco
irrigados o sistema radicular € grande o suficiente para atingir as camadas mais
profundas do solo, onde h4 umidade (TAIZ & ZEIGER, 2004). Assim, as plantas
transgénicas que tém maior raiz primaria, ou inibem o crescimento de raizes laterais
podem tolerar melhor seca ou estresse salino (ARIEL et al., 2010).

O ABA é um dos fatores que influencia o crescimento da raiz e da parte aérea

sob condi¢des de baixo potencial hidrico. O nivel elevado do fitohormdnio enddégeno
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exerce um forte efeito positivo no crescimento da raiz através da supressdo da
producao de etileno, e um efeito ligeiramente negativo no crescimento da parte
aérea. O efeito total € um aumento da relacao raiz/ parte aérea em condicdo de
baixo potencial hidrico (TAIZ & ZEIGER, 2004).

O metabolismo hormonal emergiu como fator-chave na regulacéo da resposta
ao estresse na planta. Embora o mecanismo de agdo exato ainda seja
desconhecido, as enzimas envolvidas no metabolismo de auxinas, citocininas,
etileno e acido abscisico (ABA) tém sido estudadas em condicao de estresse (JAIN,
2013)

A magquinaria de resposta hormonal rapidamente altera a expressao génica
induzindo, prevenindo ou controlando a degradacéo de reguladores como os fatores
de transcricdo. Estes comp&em um grupo de proteinas que atuam indiretamente na

resposta a estresses como frio, seca e salinidade (REGUERA et al., 2012).

2.3 Fatores de transcricdo regulam resposta a estresse abiotico

Fatores de transcricdo conhecidos como trans-elementos sé@o capazes de se
ligar a cis-elementos presentes no promotor de genes induzidos por estresse, e
regular sua expressao (MIZOI, 2011). A maioria dos fatores de transcricdo envolvida
na resposta ao estresse em plantas pertence a familias protéicas como AP2/ERF,
HD-ZIP, NAC, MYB, MYC, NF-Y e WRKY (CHEN et al., 2012; UMEZAWA et al.,
2006). Estes fatores de transcricdo podem estar envolvidos em vias dependentes ou
independentes de ABA.

Os estudos conduzidos com fatores de transcricdo de Arabidopsis thaliana
serviram de referéncia para classificacdo e descricdo destes fatores em outras
espécies. A superexpressao do cDNA que codifica DREB1A (proteina de ligacao do
elemento de resposta a desidratacdo, membro da familia AP2/ERF), sob controle do
promotor rd29A induzivel por estresse, ativou em plantas transgénicas a expressao
de muitos genes de tolerancia ao estresse sob condi¢cdes normais de crescimento e
resultou em uma melhor tolerancia a seca, salinidade e ao frio (KASUGA et al.,
1999).

Plantas transgénicas superexpressando trés genes nac de Arabidopsis
(ANACO019, ANAC 055 e ANACO072) exibiram tolerancia a seca, derivada da
detoxificacdo de aldeidos toxicos (ROS) pela via da glioxalase (TRAN et al., 2004).



Fatores de transcricdo WRKY de Boea hygrometrica, uma planta que é capaz
de sobreviver a dessecacdo, se ligam a cis-elementos presentes no promotor e
ativam o gene da galactinol sintase, enzima importante para tolerancia a seca e frio
(RUSHTON et al., 2010).

2.4 A familia HD-Zip

A familia HD-Zip de fatores de transcricdo é exclusiva do reino vegetal. Essas
proteinas exibem a combinac¢éo singular de um homeodominio no carboxi-terminal,
gue possui o sitio de ligacdo ao DNA, com um ziper de leucina funcionando como
motivo de dimerizacdo. Esta familia pode ser classificada em quatro subfamilias,
segundo um conjunto de caracteristicas distintivas que incluem as especificidades
de ligacdo ao DNA, as estruturas dos genes, os motivos comuns adicionais e
fungOes fisiologicas (Tabela 1) (ARIEL et al., 2007).

A subfamilia HD-Zip Il demonstrou resposta diferenciada a auxinas e condicdes
de iluminacdo (RUEDA et al., 2005; MORELLI & RUBERTI, 2002). Ja a subfamilia
HD-Zip Ill atua na regulacdo meristematica, iniciacdo de 6rgaos laterais, polaridade
de folhas, desenvolvimento do sistema vascular, transporte de auxina, iniciacdo de
orgaos laterais e embriogénese (BAIMA et al., 2001; MORELLI & RUBERTI, 2000;
PRIGGE et al., 2005). Associada a diferenciacdo das células epidérmicas, ao
acumulo de antocianinas, ao desenvolvimento radicular e a formacdo de tricomas
encontramos a subfamilia HD-Zip IV (NAKAMURA et al., 2006).

Tabela 1. Funcdes dos membros das subfamilias de genes HD-Zip

Subfamilia Funcoes
: Resposta a estresse abibtico;
HD-Zip | Resposta ao ABA
Resposta a condicbes de
HD-Zip Il iluminacéo;

Resposta a auxina.

Embriogénese;
Regulacdo meristematica;
Desenvolvimento do sistema
vascular; Transporte de auxina.

HD-Zip Il

Diferenciacédo celular;
HD-Zip IV Formacéo de tricomas;
Desenvolvimento de raiz.

Fonte: ARIEL et al., 2007
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A subfamilia HD-Zip | tem funcgfes relacionadas com a resposta ao estresse
abidtico, resposta ao ABA, de-etiolacdo e mediacao de resposta a luz azul (GAGO et
al., 2002; HENRIKSSON et al., 2005; HIMMELBACH et al., 2002; OLSSON et al.,
2004; WANG et al., 2003). E provavel que haja uma vantagem seletiva para a planta
na retencdo de um numero crescente de genes de HD-Zip |, porque isto gera um
aumento da capacidade de ajuste da resposta de crescimento durante mudancas
nas condi¢cdes ambientais (HENRIKSSON et al., 2005).

2.4.1 A Subfamilia HD-Zip |

Em arroz, a expressao de OsHOX22 que € membro da subfamilia HD-Zip I, é
fortemente induzida pelo estresse salino, ABA e tratamento de polietileno glicol
(PEG), e foi concluido que este fator de transcricdo afeta a biossintese de ABA e
regula respostas a seca e salinidade através de vias de transducdo de sinais
mediadas por ABA (ZHANG et al., 2012).

Experimentos realizados com mutantes de Medicago truncatula, deficientes
na expressao de MtHB1, evidenciaram o papel deste fator na regulacdo do
desenvolvimento radicular. Foi observado que ele induz uma resposta adaptativa
para minimizar a superficie radicular exposta a estresses ambientais adversos
(ARIEL et al., 2010).

Os fatores AtHB12 e AtHB7 em Arabidopsis podem agir por meio de
mecanismos semelhantes mediando uma resposta de crescimento frente ao déficit
hidrico. Os genes possuem 80% de similaridade de sequéncia, sendo paralogos
entre si. AtHB7, que é ativado especificamente sob condi¢des de deficit hidrico, age
regulando negativamente o crescimento (SODERMAN et al., 1996; HIELLSTROM et
al., 2003). Da mesma forma, AtHB12 regula negativamente a expressao de GA 20-
oxidase nas hastes com inflorescéncia, que conduz a um fenétipo de haste curta
devido a uma reducédo no teor de giberelina (SON et al., 2010). Tanto AtHB7 quanto
AtHB12 sao responsivos ao ABA, a seca e a atividade das Serina/Treonina
fosfatases ABI1 e ABI2 (OLSSON et al., 2004).

O fator de transcricdo HD-Zip | de girassol HaHB4, ja bem caracterizado,
compartilha 60% de identidade de sequéncia com ATHB7 e 53% de identidade com
AtHB12 no dominio HD-Zip (GAGO et al., 2002). No entanto, HaHB4 tem uma regiéo
carboxi-terminal curta (CTR, 64 aminoacidos apds a regido do ziper de leucina),

enquanto AtHB7 e 12 apresentam 127 e 106 aminoacidos na regido,
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respectivamente. A expressao de HaHB4 é muito baixa em condigbes normais de
crescimento, mas pode ser induzida por substancias ou condi¢gdes especificas. ABA,
manitol, NaCl, seca e escuriddo induzem expresséo deste FT (fator de transcri¢do)
em raizes, caules e folhas, bem como &cido jasmonico (JA) e etileno (ET) (DEZAR et
al., 2005; GAGO et al., 2002; MANAVELLA et al., 2006/2008a/2008b). O fenotipo
observado quando este gene de girassol é ectopicamente expresso em plantas de
Arabidopsis se assemelha muito ao de plantas que super-expressam AtHB7/12
(DEZAR et al.,2005). Entretanto, as plantas transformadas com HaHB4 exibiram
tolerancia a seca e um atraso na entrada da senescéncia, enquanto AtHB7 e 12 nao.
Quando as plantulas expressando HaHB4 foram tratadas com ACC exdgeno (acido
1 - aminociclopropanocarboxilico, um precursor da biossintese de ET) néo
apresentaram a resposta tipica ao etileno (MANAVELLA et al.,, 2006). Essa
observacéao, juntamente com uma analise de microarray, indicou que HaHB4 inibe a
expressdo de receptores de etileno e, posteriormente, a capacidade de resposta a
esse hormonio (MANAVELLA et al., 2006/2008b).

2.5 O gene HaHB11

O gene HaHB11 pertence a subfamilia HD-Zip | de girassol e codifica uma
proteina de 175 aminoacidos. HaHB11 é um membro atipico da subfamilia, assim
com HaHB4, e ndo apresenta homélogos nas plantas de genoma sequenciado.
Arvores filogenéticas construidas com os membros desta subfamilia colocaram
HaHB11l no mesmo subgrupo de AtHB7, AtHB12, HaHB4 e MtHB1 (CHAN et al.,
1998; ARIEL et al., 2010). Em estudos posteriores, devido a disponibilidade das
sequéncias de bancos de dados de outras espécies de plantas, Arce e
colaboradores (2011) reconstruiram uma arvore em que HaHB11 e HaHB4 néo se
localizavam no mesmo grupo gue 0s seus supostos homologos de Arabidopsis ou
de qualquer outra espécie, sendo membros da subfamilia divergentes.

O estudo do padrdo de expressdo de HaHB11 foi conduzido com duas
metodologias principais. Num primeiro momento foi determinado o padrdo de
expressdo deste gene em plantas de girassol, enquanto a segunda abordagem
envolveu a avaliacdo de plantas de Arabidopsis thaliana geneticamente

transformadas com HaHB11. Os resultados obtidos por ambos os métodos foram
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consistentes e indicaram que HaHB11l é expresso na base de hipocotilos e
cotilédones de plantulas de girassol de sete dias de idade, e a expressdo €
geralmente detectada em raiz, hipocotilo e peciolo em plantas de 21 dias (Patente n°
WO 2013/116/750 Al). HaHB11 é regulado positivamente pelo estresse hidrico,
NaCl e ABA (Figuras 1A e 1B). Este padréo de expresséo foi semelhante ao de
AtHB7 e 12 na presenca de NaCl (SHIN et al., 2004; HENRIKSSON et al.,2005) e
estresse hidrico (OLSSON et al., 2004). E também similar ao padr&o de expressio
gue ocorre em folhas e raizes observado para AtHB7, enquanto AtHB12 apresentou
uma expressado muito fraca nas raizes (HENRIKSSON et al., 2005). MtHB1, por sua
vez, apresentou expressdo no meristema apical da raiz e nos primordios das raizes
laterais (ARIEL et al.,2010), diferente de HaHB11 que parece se expressar em toda
raiz, exceto o meristema apical. HaHB4 também é expresso nos primordios das
raizes laterais, além de ter a expressao induzida por estresse hidrico e ABA (DEZAR
et al., 2005).

Apoés analise da expressao, foram conduzidos estudos para investigar as
plantas transgénicas frente ao estresse hidrico. Foi aplicado um estresse hidrico
severo a um conjunto de plantas transgénicas e selvagens. Plantas de 21 dias de
idade tiveram a rega suspensa por 14 dias. Quando as plantas mostraram
deterioracdo grave, falta de firmeza e aparecimento de necrose, foram regadas
novamente e os sobreviventes foram contados apos dois dias de recuperacao. A
guantificacdo indicou que 67% das plantas da linhagem com menor expressao
transgénica e 95% das plantas da linhagens transgénicas com maior expressao
sobreviveram ao tratamento, enquanto apenas 12% das plantas WT puderam ser
contadas (Figura 1E) (Patente n°® WO 2013/116/750 Al).

Para saber por qual mecanismo fisiol6gico as plantas foram tolerantes a seca
foram realizados ensaios adicionais. Como mostrado na Figura 1C, as plantas 35S:
HaHB11 perderam menos agua para o tratamento do estresse, o que indicou que a
tolerancia a seca observada foi devido a capacidade de retencdo de &agua
disponivel. Este mesmo teste mostrou outras informacdes relevantes, pois para
perder menos agua, a biomassa de plantas transgénicas continuou aumentando,
enguanto a de plantas WT diminuiu consideravelmente durante o teste (Patente n°
WO 2013/116/750 Al). O mecanismo mais conhecido pelo qual as plantas sdo
capazes de perder menor quantidade de agua é o fechamento dos estdématos

mediado por ABA.
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Tendo em vista a provavel atuacdo do ABA durante o estresse nas plantas
transgénicas, foi investigado se o fitohormonio promovia um aumento da relagéo
Raiz/ Parte aérea. Ao medir o comprimento dos hipocaétilos e das raizes verificou-se
gue as plantas transgénicas tém hipocotilos mais curtos e raizes mais longas do que
seus pares nao transformados e esta diferenca foi proporcional aos niveis de
expressao do transgene (Figura 1D) (Patente n° WO 2013/116/750 Al).

Comparando HaHB11 e HaHB4, ambos conferiram toleréncia a seca, mas de
maneiras diferentes, ja que as plantas transformadas com HaHB4 apresentaram
raizes mais curtas que as plantas WT, ao contrario das plantas 35S: HaHB11 que
possuem raizes mais longas. Além disso, a tolerancia conferida por HaHB4 foi
devida principalmente a um atraso na entrada da senescéncia causado pela inibi¢éo
da biossintese e percepcédo do horménio etileno (DEZAR et al., 2005; MANAVELLA
et al., 2006), enquanto HaHB11 produziu fechamento estomatico mais rapido frente
a condicdo de estresse hidrico, que pareceu ser relacionado com ABA (Patente n°
WO 2013/116/750 Al).

14



A Expressdo de HaHB11 em girassol

B Expressdo de HaHB11
3
s
7 M Control
og ; ® Controle 6 WIAA100uM
g ) ™ Estresse hidrico ‘2 5 MACC20uM
=1 o
s # NaCl 200mM 5 b MSA100 uM
o m Escuriddo 3 A 150 uM
! g3 W ABA 100 UM
g # H202 100pM K -
2 BGA 100uM
1 I I W BAP 100uM
&
0 0
C Ensaio de perda de dgua
“
0,7000 35
0,6000 31
g ! ——WT <
E 0,5000 g 2,5 aWT
= H11C Iy
S 04000 - g, HH11C
& —tr-H11B :::n
3 0,3000 - H11A § 15 | MH118B
b5t65: WH11A
¢ 1
0,1000 - 05 N
0,0000 - .
1 4 8 11 12 13 Hipocétilos Raizes
Dias em estresse hidrico
e ovea] [ T | wy14a uiie | wiic
otipo | WT | HIIA | HI1B | HIIC
- I i
Tolerantes 12% 95 % 88 % 67 %
Desviacion 6 5 6 8

Figura 1: Resultados diversos obtidos para caracterizacdo do gene de girassol HaHB11. (A)
Expressdo de HaHB11 em plantas de girassol de 7 dias de idade sujeitas a diversos tratamentos
fisicos e quimicos, e (B) expressdo de HaHB11 em discos de plantas de girassol de 21 dias de idade
submetidas a varios tratamentos hormonais. Em (C), observamos o nivel da perda de 4gua de 35S:
HaHB11 comparada com WT durante o ensaio de estresse hidrico. (D) Medida do comprimento dos
hipocétilos e das raizes das plantas 35S: HaHB11 comparada com as WT. (E) Avaliagdo de
tolerdncia ao estresse hidrico severo. Resultado da recuperacdo das plantas apds dois dias de re-
irigacdo (Dados ndo publicados. Adaptado da patente n° WO 2013/116/750(A1)).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Expressar o gene HaHB11 em plantas geneticamente modificadas de soja e estudar

a resposta das plantas a condi¢édo de estresse hidrico.

3.2 Objetivos especificos

e Construcdo de um vetor contendo o gene HaHB11 de girassol, sob controle
do promotor constitutivo 35SCAMV, e do gene Atahas que confere tolerancia

aos herbicidas da classe das imidazolinonas.
e Transformacao genética de soja via biobalistica com o vetor pAHAS- HaHB11

e Avaliacao das plantas transgénicas frente a condicao de estresse hidrico
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4. METODOLOGIA

4.1 Construcédo do vetor pAHAS-HaHB11
4.1.1 Transferéncia do fragmento do gene HaHB11: do vetor pBl121 para o pBSK

Inicialmente o fragmento do gene HaHB11 de girassol contido no vetor
pBI121 foi amplificado por PCR a partir do DNA plasmidial, utilizando Platinum Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e os seguintes primers especificos:

e 5-GTAGTTGAGACCATGGCAGAAAACAGTAGTAG-3 e
e 5-GCATACGCGAGCTCATGAGTTTGATGACCAAATG- 3

Durante a amplificagcdo foram adicionados sitios de restricdo para Nco | e Sac
| (sublinhadas), respectivamente, e o fragmento amplificado foi purificado através do
kit Wizard® SV Gel PCR Clean-Up System (PROMEGA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O fragmento do gene purificado foi entdo clivado com
as enzimas de restricdo Sac | e Not | e ligado ao vetor pBSK, que havia sido
previamente digerido com as mesmas enzimas. Este vetor comercial possui o0 gene
de resisténcia a ampicilina e é constituido pelo promotor constitutivo CaMV35S do
virus do mosaico da couve-flor e da regido terminadora do gene nos, sendo que o
fragmento de HaHB11 foi inserido na regido intergénica, para construcdo do cassete
de expressdo em plantas. O plasmideo resultante foi inserido em células
competentes de E. coli XL1-Blue por eletroporacdo de acordo com o protocolo
descrito por Brasileiro e colaboradores (1998). O diagndstico molecular dos
transformantes foi feito por PCR e restricdo enzimatica, e o vetor foi denominado
pBSK-HaHB11.

4.1.2 Transferéncia do fragmento do gene HaHB11: do vetor pBSK para o pAHAS

O cassete foi retirado do vetor pBSK utilizando a enzima Not | e purificado do
gel como descrito anteriormente. Apds esta etapa a construcdo foi submetida a
reacdo de ligacdo com vetor pAHAS, previamente clivado com Not | e defosforilado.
O vetor pAHAS possui regido codificante para a enzima &acido acetohidroxi
sintase (AHAS, EC 2.2.1.6) de Arabidopsis thaliana, também conhecida como

acetolactato sintase (ALS) e exclusiva do reino vegetal. ALS catalisa a producéo de
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valina, leucina e isoleucina, aminoacidos alifaticos de cadeia ramificada necessarios
para a sintese de proteinas e o crescimento de células em plantas (TU et al, 2004).
A enzima AHAS mutada confere tolerancia aos herbicidas da classe das
imidazolinas.

Células de E. coli XL1-Blue foram transformadas com o plasmideo por
eletroporacéo e transferidas para placas contendo LB e ampicilina 100 ug.mL™ . Foi
realizado um PCR de col6nias para confirmacdo da clonagem. As colonias que
apresentaram amplificacdo dos fragmentos esperados foram selecionadas,
transferidas para tubos com meio LB e ampicilina 100 ug.mL™, e incubadas a 37°C e
180 rpm por 14h. Estes clones foram estocados, posteriormente, a -80°C, em
glicerol 25%. O DNA plasmidial foi extraido com o kit Wizard® Plus SV Miniprep
(PROMEGA) segundo as recomendagdes do fabricante. A clonagem foi confirmada
através de reacgdes de PCR realizadas como descrito anteriormente, clivagem por
enzimas de restricdo e sequenciamento. A construcdo foi denominada pAHAS-
HaHB11. Foi feita uma maxiprep segundo o protocolo descrito por Brasileiro (1998),
para obtencdo de DNA plasmidial na concentracdo de 1 pg.mL™, necesséario na

transformacéao genética por biobalistica.

4.2 Transformacéao genética de soja com o vetor pAHAS-HaHB11

Foram utilizados como explantes eixos embrionarios de soja (Glycine max L.
Merril) cv. Conquista. As sementes foram esterilizadas em etanol 70% por 1 min e
tratadas com hipoclorito de sodio 1,0% por 20 minutos. Posteriormente foram
lavadas cinco vezes em agua destilada estéril, permanecendo por 16 a 18 horas
embebidas em &gua destilada para ficarem entumecidas. O eixo embrionério foi
separarado dos cotilédones e foram retirados os primérdios foliares, expondo o
meristema apical. Os embrides foram entdo posicionados em placas de Petri de 5cm
contendo meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e Phytagel 0,8%. Em cada placa
haviam 10 explantes dispostos com os meristemas voltados para cima, dentro do
raio de distribuicdo da particula e fora da regido central onde a zona de choque é
intensa. O bombardeamento seguiu protocolo descrito Rech et al. (2008).

Apdbs o bombardeamento os embrides foram transferidos para placas de Petri
de 9 cm de diametro contendo meio de inducdo composto por MS, sacarose 3%,

agar 0,6% e BAP (Benzilaminopurina) 5mg/L, com o pH final ajustado para 5,8.
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Depois de um periodo de 24hs no meio de inducdo os embrides foram transferidos
novamente, dessa vez para um meio de cultivo contendo MS, sacarose 3%, agar
0,8%, com pH final ajustado para 5,8. Depois de autoclavado e resfriado foi
adicionado o herbicida imazapyr no meio para uma concentragao final de 500nM.

O imazapyr € um herbicida que € absorvido rapidamente através dos tecidos
da planta e também pelas raizes. Ele é translocado através do xilema e floema para
os tecidos meristeméaticos e € capaz de inibir a atividade da enzima AHAS (TU et al.,
2004). As plantas transformadas com o vetor pAHAS-HaHB11 se tornam resistentes
a acao do herbicida (item 4.1.2) por expressarem a enzima AtAHAS mutada, que
ndo € inibida pelo imazapyr.

Os embrides, depois da transformacéo, ficaram cerca de dois meses no meio
de cultivo, e apOs esse periodo os que haviam se desenvolvido foram transferidos
para um meio MS %2 for¢ga. Este meio possui 0s mesmos componentes do meio de
cultivo, exceto imazapyr, além de ter metade da concentracdo de MS, o que induziu
0 enraizamento dos explantes. No caso em que os embrides possuiram mais de
uma ramificacdo derivada do alongamento do meristema apical, que pudesse
originar plantas quiméricas, as ramificacées secundarias foram removidas. Cerca de
15 dias depois da transferéncia o processo de regeneracdo se completou e as
plantulas transgénicas regeneradas foram aclimatadas em casa de vegetacdo até
completar seus estagios de desenvolvimento (ARAGAO et al., 2000; RECH et al.,
2008).

A progénie oriunda das plantas Ty, correspondente a primeira geracdo de
plantas transgénicas, foi plantada para que pudessem ser obtidas informacdes sobre
0 padrdo de segregacao em Ti. O avanco das progénies permite uma garantia maior
de que os grupos de plantas submetidas ao bioensaios ndo apresentem um numero

significativo de individuos ndo-transgénicos.

4.3 Diagnostico molecular das plantas transformadas

4.3.1 Analise por PCR

O DNA foi isolado a partir de folhas jovens das plantas regeneradas, de

acordo com protocolo ja descrito (BRASILEIRO, 1998). A andlise inicial foi realizada
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por PCR, e foram utilizados primers especificos para a sequéncia alvo do gene
HaHB11 (item 4.1.1).

4.3.2 Southern blot

A analise por Southern blot seguiu 0os parametros descritos por Sambrook &
Russell (2001). O DNA gendmico das plantas transformadas foi digerido com Xba |,
separado em gel de agarose 0,8%, e transferido para uma membrana de nylon
(Hybond™-N+; Amersham Pharmacia Biotech). A partir disso a hibridizagéo foi
realizada com uma sonda de DNA, correspondente ao fragmento do gene HaHB11
de 565 pb amplificado, marcado com a utilizacdo do kit Ready-To-Go™ DNA
Labeling Beads-dCTP (Amersham Pharmacia Biotech) de acordo com instru¢des do
fabricante.

4.4 Bioensaios para analise de tolerancia a seca

Para realizacéo deste bioensaio foram selecionadas 100 plantas de soja T4 de
uma das 15 linhagens transgénicas obtidas e 100 plantas de soja controle (WT), nédo
transformadas, que foram plantadas em copos plasticos de 300mL com furo Unico
na base, contendo solo numa mistura de vermiculita e de latossolo na proporcao 1:1.
Cem plantas de soja de 14 dias (apdés a germinacédo), sendo 50 destas WT e 50
transgénicas, foram submetidas a um tratamento de déficit hidrico onde a rega foi
retida por 10 dias. Em outro tratamento, 50 plantas WT e 50 plantas transgénicas
permaneceram irrigadas em intervalos de 48 horas, até a capacidade de campo.
ApoOs este periodo foram avaliados parametros biométricos e fisiologicos
comparando os dois tratamentos, denominados (1) “Estresse” e (2) “Irrigagao”.
Também foi avaliada a recuperacédo de plantas que sofreram desidratacdo e foram

novamente irrigadas.

4.1.1 Biometria

Dentro de cada tratamento, 30 plantas WT e 30 plantas transgénicas foram
selecionadas aleatoriamente para as avaliacdes biométricas. Foram aferidas massa

fresca e massa seca da raiz e da parte aérea, separadamente, bem como o
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comprimento radicular e o comprimento da parte aérea. Foi feito um teste Tukey com
95% de significancia para validar os valores obtidos. Os parametros fisiolégicos
envolveram medidas de clorofila a com SPAD e medidas de fluorescéncia da

clorofila a com o fluorimetro.

4.1.2 Maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm)

Determinada nas folhas +1 com um fluordmetro portéatil (Opti-Sciences, Inc.,
Hudson, NH, EUA). As folhas foram pré-escurecidas por 30 minutos, com auxilio de
clipes especificos, antes das medidas de fluorescéncia. A variavel Fv/IFm foi
determinada seguindo os procedimentos de Maxwell & Johnson (2000), onde Fm € a
maxima intensidade da fluorescéncia em que todos as reag¢des do fotossistema Il
(FSII) se fecham; FO € a minima intensidade de fluorescéncia, quando os centros de
reacOes do FSII estdo abertos, e Fv é a fluorescéncia variavel (Fv = Fm — F0). As

leituras foram realizadas entre as 9 e 11 horas da manha.

4.1.3 Estimativa do conteudo de clorofila via unidade SPAD (CE)

O CE foi determinado usando um clorofilbmetro SPAD-502 (Minolta Corp.,
Ramsey, NJ, EUA). A média foi considerada a de trés leituras nas folhas +1. A
leitura (unidade SPAD) corresponde ao teor de pigmento na folha, e seu valor é
equivalente a quantidade de luz transmitida pela folha em duas regifes de
comprimento de onda, nas quais a absorcéao de clorofila é diferente (MALAVOLTA et
al., 1997). Dessa maneira, o valor fornecido € proporcional a quantidade de clorofila

existente na folha.

4.1.4 Célculo do Teor Relativo de Agua

Foi determinado o teor relativo de agua no solo tanto das plantas submetidas
ao estresse quanto das plantas irrigadas, através do seguinte calculo:

TRA = [(Massa total (amostra) - Massa seca) / Massa total] X 100%

A massa total foi padronizada em 10g para todas as amostras. A massa seca
corresponde a massa total de solo de cada planta apés secagem em estufa, na

temperatura de 50°C, por sete dias. Sera considerada a média de trés repeticdoes
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para o célculo dos dois tratamentos (plantas secas/irrigadas), tanto para as WT
guanto para as geneticamente modificadas (GM). O resultado desta férmula fornece
uma estimativa do contetdo de agua disponivel no solo, e com isso € possivel fazer
inferéncias sobre o desempenho das plantas WT comparadas com as transgénicas

durante o estresse.

4.1.5 Recuperacgéo pos-estresse

As mesmas plantas que foram utilizadas nas avaliagbes fisiologicas do
tratamento de estresse hidrico foram re-irrigadas. Ap6s dois dias foi feita uma

avaliacado visual da recuperacao destas plantas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construgao do vetor pAHAS-HaHB11

O fragmento correspondente ao gene HaHB11 foi amplificado a partir do
clone pBI121-HaHB11 utilizando-se primers especificos (item 4.4.1), purificado e
ligado ao vetor pBSK. Depois de inserido em células de E. coli XL1-Blue, foi
realizado PCR de colbnias dos possiveis transformantes designados pBSK-HaHB11.
Foram feitas mais duas reacdes como controle, utilizando as mesmas condicoes,
com o plasmideo pBI121-HaHB11 de template para o controle positivo e agua para o
controle negativo. A partir de algumas colbnias selecionadas, foi realizada a
extracdo do DNA plasmidial para ser submetido a restricdo enzimatica. Apos a
confirmacao da clonagem, foi realizada a subclonagem do cassete de expressao no
vetor pAHAS. A confirmacdo dos clones recombinantes foi feita por PCR, clivagem
enzimatica (Figura 2A) e sequenciamento. A figura 2B demonstra a constru¢cao no

vetor para transformacao genética de plantas pAHAS-HaHB11.
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Figura 2: Representagcdo esquemética do vetor pAHAS-HaHB11 e confirmacéo da clonagem do
gene no vetor. (A) Clivagem enzimética do vetor pAHAS-HaHB11. Em 1 a clivagem foi com Not I, em
2 com Nco | e em 3 com Sac |. (B) Representagédo esquemaética do vetor pAHAS-HaHB11. O cassete
esta sob controle do promotor constitutivo 35SCaMV.
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5.2 Transformacdo genética de soja e confirmacédo das plantas positivas

Os embrides de soja que se regeneraram durante a fase de cultura de tecidos
em meio de cultivo contendo o herbicida imazapyr foram transferidos para um meio
de enraizamento e posteriormente aclimatados em casa de vegetacdo. Foram
realizadas inicialmente reacdes de amplificacdo para confirmacdo das plantas
positivas. Um total de 13 eventos foram confirmados por PCR (Figura 3), utilizando-
se primers especificos para a regido do gene ahas, e a medida em que haviam sido
gerados foi designada uma letra do alfabeto para identificagdo (Exemplo: o primeiro
evento foi denominado “A”, o segundo “B”, e assim sucessivamente). A progénie do
primeiro evento obtido, a planta To “A”, foi uma unica semente de soja. Esta semente
gerou a planta T, “A”, sendo que 9 plantas da progénie de T; “A” foram confirmadas
pela técnica de Southern blot, onde foi utilizado como sonda especifica o fragmento
do gene HaHB11 amplificado por PCR e purificado (Figura 4). A analise de Southern
demonstrou que o gene deve ter se inserido em um Unico locus no genoma das
plantas do evento A. O fato de 9 plantas mostrarem o mesmo padrao corrobora para
a hipétese de que ha um anico locus estavel.

Figura 3. Gel para a confirmacdo de plantas positivas To utilizando primers especificos para
amplificacdo do gene HaHB11. B-P correspondem aos eventos, que foram designados por uma
letra do alfabeto, de acordo com a ordem em que foram gerados. C+ e C- representam os controles
positivo e negativo da PCR, respectivamente.

Figura 4: Analise de Southern blot do DNA genémico de soja para detectar o gene HaHB11. Al-
A9 representam plantas da segunda geragéo do evento “A”. C- corresponde ao DNA gendémico de
soja controle, ndo-transformada.
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5.3 Bioensaios para analise de toleréncia a seca

N&o foram obtidos resultados significativos para a fluorescéncia da clorofila a
e as medidas de clorofila com SPAD, jA& que as plantas estressadas e néao-
estressadas exibiram valores de leitura muito similares. Isto pode ter ocorrido porque
as condicbes de estresse ndo foram severas o bastante para alterar
significativamente esses parametros fisiologicos.

Nos resultados da biometria € possivel distinguir claramente que a massa
fresca da parte aérea das plantas transgénicas foi maior que a das plantas WT apés
o periodo do estresse hidrico (Figura 5C). Estes resultados foram similares ao obtido
em plantas de Arabidopsis transformadas com o mesmo gene, onde foi observado
um aumento da biomassa das plantas transgénicas durante o estresse em
comparacdo com as WT, que perderam biomassa na parte aérea (Figura 1C)
(Patente n° WO 2013/116/750 Al). A estratégia mais utilizada pelas plantas para
perder menos agua durante a condicdo de estresse € o fechamento estomatico
mediado por ABA. Outro indicativo de que as plantas transgénicas aumentaram sua
biomassa na parte aérea, ou perderam menos biomassa, devido a maior retencao
de agua durante o estresse, € o fato de que a massa seca nao foi estatisticamente
diferente comparada com a da WT (Figura 5E). As plantas transgénicas
apresentaram comprimento da parte aérea ligeiramente maior em comparacao com
as WT, embora os resultados esperados fossem o contrario dos obtidos. Olsson et
al. (2004) associaram os genes AtHB7 e -12 a regulacdo negativa do elongamento
da parte aérea, pois durante o estresse as plantas transgénicas apresentaram
menor parte aérea comparada com as WT. Os resultados contraditérios deste
experimento podem ter ocorrido porque as condi¢cdes do estresse hidrico foram mais
brandas em comparacdo com o bioensaio com Arabidopsis, portanto experimentos
adicionais sdo necessarios para fazer mais inferéncias sobre este parametro. O
comprimento radicular, que foi medido com base no comprimento da raiz primaria,
foi ligeiramente maior nas plantas WT estressadas apesar da massa, tanto fresca
guanto seca, ter sido maior nas plantas transgénicas estressadas. Estes resultados
podem indicar que o maior valor da massa exibido nas plantas transgénicas
estressadas refletiu um aumento do nimero de raizes laterais. Outra possibilidade é
a de que as plantas transgénicas tenham perdido menos massa radicular

comparadas com as WT. Em Arabidopisis, o gene HaHB1l induziu maior

25



comprimento radicular (Figura 1D), e em Medicago truncatula o fator de transcricéo
MtHB1 superexpresso reprimiu a emergéncia de raizes laterais em condi¢des de
estresse abiodtico (ARIEL et al., 2010). Isto pode ser um indicativo que o gene
HaHB11 induz uma resposta de tolerancia na raiz de forma diferente, aumentando a
superficie de contato no solo para absorver mais agua e sobreviver melhor a

condicao de estresse.
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Figura 5: Variacdes nos paramétros biométricos analisados nos dois tratamentos: plantas
irrigadas (cont) e plantas submetidas ao estresse hidrico (est). (A) Variacdo do comprimento da

parte aérea entre plantas WT e transgénicas. (B) Variacdo do comprimento da parte radicular entre
plantas WT e transgénicas. (C e E) Variacdo da massa fresca e seca da parte aérea entre plantas

WT e transgénicas. (D e F) Variagdo da massa fresca e seca radicular entre as plantas WT e
transgénicas. Médias com letras iguais ndo se diferenciam estaticamente conforme Teste de Tukey, a
p<0,05.
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Foi calculado o Teor Relativo de Agua no solo apds o estresse para cada
tratamento, e os resultados estao apresentados na Tabela 2:

Tabela 2- Célculo do Teor Relativo de Agua no Solo:

TRATAMENTO WT TRANSGENICA
IRRIGADA 30,65% 30,53%
ESTRESSADA 25,98% 10,27%

As plantas transgénicas provavelmente absorveram mais &gua durante o
estresse, pois havia somente 10,27% de agua no solo em comparagdo com as WT,
gue possuiam 25,98%. Este resultado pode estar relacionado com o aumento da
massa fresca da parte aérea e radicular, que refletia, principalmente no caso da
parte aérea, uma maior quantidade de agua absorvida do solo e retida nas plantas
transgénicas. De forma parecida, as plantas transgénicas de Arabidopsis perderam
menos agua, como observado na figura 1C, o que indica que mais agua foi
absorvida para manter os niveis na planta mais constantes durante a condicdo de
estresse hidrico (Patente n° WO 2013/116/750 Al).

Dois dias ap6s a re-irrigacdo das plantas estressadas foi observada uma
melhor recuperacéo das plantas transgénicas comparadas com as WT. Dezar et al.
(2005) observaram o mesmo resultado na recuperacdo de plantas transgénicas de

Arabidopsis para o gene HaHB4 submetidas ao estresse hidrico severo.

Figura 6: Resultado prévio da recuperacdo apés o bioensaio de tolerancia a seca. Plantas WT
e GmHaHB11 foram submetidas a estresse hidrico severo por 10 dias e posteriormente re-irrigadas

por 2 dias para avaliacdo da recuperacao.
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6 CONCLUSAO

O gene HaHB11 foi clonado no vetor pAHAS e a construcéo foi utilizada para
transformagdo genética de soja via biobalistica. Foram obtidos 14 eventos de
transformagéo, que foram designados com letras do alfabeto de acordo com a
ordem em que foram gerados. O primeiro evento foi chamado de planta “A”, o
segundo de planta “B” e assim sucessivamente. Foi feito um Southern blot com a
progénie da segunda geracdo das plantas da linhagem “A”, e a hibridizagdo com
sonda especifica para o gene HaHB11 sugeriu que a construcao havia sido inserida
em um locus Unico no genoma da soja. Sendo assim, plantas da quarta geracédo do
evento “A” foram submetidas a bioensaios para avaliar a tolerancia ao estresse
hidrico.

Foram observadas diferengas significativas entre as plantas de soja WT e
transgénicas quanto aos parametros biomeétricos de comprimento e massa fresca da
parte aérea e massa fresca e seca da raiz, que foram significativamente maiores nas
plantas GM apds o periodo de estresse hidrico. Os dados do calculo do TRA do solo
também revelaram que as plantas transgénicas absorveram muito mais agua do que
seus pares WT durante o estresse. Juntos, estes resultados levam a crer que o
transgene promove maior tolerancia a seca por permitir que a planta absorva e
retenha mais agua durante o estresse. Além disso, as plantas transgénicas
apresentaram melhor recuperacéo frente a condicao de estresse avaliada.

No entanto, estes resultados ainda precisam ser validados, sendo necessaria
a realizacdo de ensaios adicionais para determinar com mais precisao o efeito do

transgene no fendtipo das plantas.
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7 PERSPECTIVAS

» Avaliacdo da resposta de um numero maior de eventos frente ao estresse

hidrico severo

> Realizacdo de RT-PCR para quantificacdo da expressdo do transgene em
cada evento, relacionando a taxa de expressdo com aumento da tolerancia a

Seca

» Realizacdo de bioensaios para avaliacédo de tolerancia a estresse salino

» Quantificacdo de ABA nas plantas submetidas ao estresse hidrico

» Avaliar o acumulo de soluto compativeis comparando as plantas transgénicas
e WT

» Avaliar o desempenho das plantas durante estresse hidrico utilizando IRGA
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