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RESUMO

BARROS, Beatriz de Almeida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2010. Caracterizagcdo dos genes que codificam os inibidores de protease
Bowman-Birk (BBI) e transformacédo de nds cotiledonares para o silenciamento
génico de BBl em sementes de soja. Orientador: Everaldo Gongalves de Barros.
Co-Orientadores: Maurilio Alves Moreira e Wagner Campos Otoni.

Além de proteinas de reserva, as sementes de soja (Glycine max L. Merrill)
acumulam inibidores de proteases, como os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI), que
sdo considerados antinutricionais. A redugao desses inibidores em sementes de soja
poderia levar ao aumento da biodisponibilidade dos aminoacidos obtidos a partir de
alimentos derivados da soja. Os genes que codificam BBl em soja formam uma familia
multigénica com, no minimo, cinco membros: BBI-A, BBI-B, BBI-CII, BBI-DIl e BBI-EI. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar os genes que codificam os inibidores de protease
Bowman-Birk (BBI) e transformar nos cotiledonares para o silenciamento génico de BBI
em sementes de soja. Andlises computacionais mostraram que o genoma da soja
apresenta 11 locos que potencialmente codificam BBI. Destes, seis codificam os
inibidores do tipo A, C-Il e D-Il que sdo expressos somente em sementes. Os perfis de
expressao destes membros durante o desenvolvimento da semente sdo semelhantes.
Transcritos para BBI-DIl sdo os mais abundantes, seguidos por BBI-A e BBI-CIl. A
expressao do gene BBI-D foi comparada, por meio de RT-PCR quantitativo, com a do
gene que codifica a subunidade o da proteina de reserva B-conglicinina (a-fC) durante
o desenvolvimento da semente. A expressao de BBI-D foi significativamente maior que
a expressao de a-fC, indicando que o promotor de BBI-D € um excelente candidato
para dirigir a expressao de transgenes em sementes de soja. Para a reducédo dos
teores de BBl em sementes de soja, nds cotiledonares foram transformados via
Agrobacterium tumefaciens (linhagem KYRT1) carregando o vetor pBBIAi. No total,
1800 explantes foram transformados, 16 brotos alongaram e destes, 11 desenvolveram
raizes. Sete plantulas foram estabelecidas em casa de vegetagdo. Pequenas amostras
de folhas foram coletadas para a extragdo de DNA e trés das amostras apresentaram
resultado positivo para a reacdo de PCR. A baixa eficiéncia de transformagéao (0,16%) e

alta frequéncia de escapes estdao de acordo com relatos da literatura. Pode-se concluir
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que o sistema adotado é adequado mas, em trabalhos futuros, modificagdes
relacionadas principalmente ao sistema de selecdo e a regeneragcdo dos brotos

transformados devem ser consideradas.



ABSTRACT

BARROS, Beatriz de Almeida, D. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, September,
2010. Characterization of the genes encoding Bowman-Birk inhibitors (BBI) and
transformation of cotyledonaty nodes for BBI gene silencing in soybean seeds.
Adviser: Everaldo Gongalves de Barros. Co-Advisers: Maurilio Alves Moreira and
Wagner Campos Otoni.

In addition to storage proteins the seeds of soybean (Glycine max L. Merrill)
accumulate protease inhibitors such as Bowman-Birk inhibitors (BBI), which are
regarded as antinutritional factors. The reduction of these inhibitors in soybean seeds
could lead to increased bioavailability of amino acids obtained from soy foods. The
genes encoding BBI in soybean constitute a multigene family with at least five members:
BBI-A, B, BBI, BBI-CII, DII-BBI and BBI-EIl. The aim of this study was to characterize the
genes encoding Bowman-Birk (BBI) protease inhibitors and to transform cotyledonary
nodes to silence the BBI gene in soybean seeds. Computer analysis showed that the
soybean genome has 11 loci which potentially encode BBI proteins. Of these, six
encode type A, Cll and DIl inhibitors which are only expressed in seeds. The expression
profiles of these genes during seed development are similar. Transcripts of BBI-DII are
the most abundant, followed by BBI-A and BBI-CIl. The expression of the BBI-D gene
was compared with that encoding subunit « of the storage protein -conglycinin (a-fC)
during seed development using quantitative RT-PCR. Expression of BBI-D was
significantly higher than that of «-fC, indicating that the promoter of BBI-D might be an
excellent candidate for direct expression of transgenes in soybean seeds. To reduce the
levels of BBI in soybean seeds, cotyledonary nodes were transformed using
Agrobacterium tumefaciens (KYRT1 strain) carrying the vector pBBIAi. In total 1800
explants were transformed, 16 shoots elongated, and of these 11 developed roots.
Seven seedlings were established in the greenhouse. Small samples of leaf from these
seedlings were collected for DNA extraction and three seedlings were shown to be
transformed using PCR. The low transformation efficiency and high frequency of false
positive plants are in agreement with information from the literature. It can be concluded

that the system adopted for transformation is adequate, but in future works modifications



related mainly with the system used for selection and shoot regeneration should be

considered.
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja é a cultura agricola mais importante do Brasil. A safra 2009/2010, até
agosto de 2010, ocupou uma area de 23,46 milhdes de hectares, o que significou
um aumento de 7,9% em relacdo a 2008/2009. A produgao nacional foi, nesse
periodo, de 68,4 milhdes de toneladas, superior a safra anterior em 19,8% (CONAB,
2010). Além disso, ela sustenta o agronegécio brasileiro, sendo 0 maior produto
nacional de exportagdo gerando ao pais, nesse periodo, US$ 11,7 bilhdes, o que
representou 11% do total nacional de exportagdes (CONAB, 2010).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, atras somente dos
Estados Unidos, e ainda apresenta potencial de aumento de producdo devido a
existéncia de crescente demanda mundial por produtos a base de soja. devida a
excelente combinagdo entre produtividade e caracteristicas de interesse para a
industria de alimentos. A excelente combinagao entre produtividade e caracteristicas
de interesse para a industria de alimentos contribuiu para a formagao de um vasto
complexo agroindustrial destinado ao processamento dos produtos derivados da
soja. Esses produtos sado utilizados na constituicio de racdo animal e na
alimentacdo humana por ser uma fonte protéica de boa qualidade. Apesar disso, a
fragdo protéica encontrada na semente desta leguminosa nédo € considerada ideal
por apresentar baixo teor de metionina, além da presenca de fatores alergénicos e
de inibidores de proteases. Dentre os fatores anti-nutricionais estéo os inibidores de
protease do tipo Bowman-Birk (BBI).

Apesar de ser um peptideo associado a prevengao de alguns tipos de cancer
(Friedman e Brandon 2001), a alta concentragdo de BBI nas sementes pode limitar a
biodisponibilizagdo de aminoacidos durante a digestdo, comprometendo a utilizagao
da soja como fonte protéica na alimentagdo humana e animal. Por isso, a redugéo
dos teores de inibidores de proteases nas sementes de soja tem sido uma meta em
programas de melhoramento voltados a alimentagdo humana e animal.

Considerando que os inibidores BBl sao codificados por uma familia
multigénica, sua redugdo em sementes se torna extremamente dificil e demorada
por metodologias tradicionais. Tecnologias de silenciamento e de transformacgao
genética podem ser conjugadas e aplicadas, mas devem ser aprimoradas para que
se obtenha um silenciamento eficaz e estavel de alguns membros da familia. Para a

escolha dos genes a serem silenciados, os constituintes e o padrao de expressao de
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toda a familia devem ser conhecidos. Com o seqlienciamento do genoma da soja
(http://lwww.phytozome.net/soybean), e sua recente publicacdo (Schmutz et al.
2010), os processos de anotagdo, clonagem e analise da expressao dos genes
constituintes de familias multigénicas podem ser rapidamente conduzidos. Todas
essas informagdes podem ser inter-relacionadas e utilizadas para o desenvolvimento
de variedades de soja apresentando baixos teores de BBI.

Este trabalho esta organizado em trés capitulos. Os dois primeiros estdo em
formato de artigo e serdo submetidos as revistas DNA Research e Plant Cell
Reports, respectivamente. O primeiro capitulo descreve a caracterizagao in silico e a
analise de expressao da familia multigénica que codifica BBl em soja. O segundo
trata da analise do potencial do promotor do gene que codifica BBI-D para
expressao de trangenes em dicotiledéneas. O terceiro capitulo, escrito no formato
livre, descreve experimentos de transformacdo buscando a reducido de teores de

BBI em sementes de soja.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os genes que codificam os inibidores
de protease Bowman-Birk (BBI) e transformar nds cotiledonares para o

silenciamento génico de BBl em sementes de soja.

3.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar in silico, isolar e analisar a expressao dos genes que constituem
a familia multigénica que codifica os inibidores BBl em soja;

e Avaliar o potencial do promotor do gene BBI-DII para a regulagédo semente-
especifica em dicotiledéneas e comparar sua expressao com a expressao do
promotor da subunidade o da B-conglicinina;

e Transformar nos cotiledonares para a reducgao, via interferéncia por RNA, dos

teores de BBl em sementes de soja.



CAPITULO 1

CARACTERIZACAO IN SILICO E ANALISE DE EXPRESSAO DA FAMILIA
MULTIGENICA QUE CODIFICA INIBIDORES DE PROTEASE DO TIPO BOWMAN-

BIRK EM SOJA

RESUMO

Inibidores de protease do tipo Bowman-Birk (BBI), proteinas ricas em
aminoacidos sulfurados, atuam na regulagdo de proteases enddégenas durante a
germinagao e na resposta de defesa em plantas. Em soja, a familia multigénica que
codifica BBI ainda n&o foi completamente descrita. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar in silico e analisar a expressdao dos membros da familia BBl em soja.
Foram detectados 11 potenciais genes que codificam BBl no genoma anotado da
soja. Em cada um deles foi detectado pelo menos um dominio conservado que
caracteriza essa familia e um potencial peptideo sinal. As sequéncias foram
posicionadas no mapa fisico da soja e suas regides promotoras foram analisadas em
busca de cis-elementos regulatérios. Foram identificados elementos responsaveis
por expressao semente-especifica e também de resposta a estresses biodtico e
abidtico. Com base na analise in silico e RT-PCR concluiu-se que os tipos BBI-A, ClI
e DIl sao expressos especificamente em sementes Os perfis de expressdo destes
genes sao semelhantes durante o desenvolvimento da semente, atingindo um
maximo nos estagios intermediarios e decrescendo com o amadurecimento da
semente. Os transcritos para o tipo BBI-DIl foram os mais abundantes, seguidos por
BBI-A e BBI-CII.

Palavras-chave: Bowman-Birk, familia multigénica, caracterizagao in silico, qRT-
PCR.



1. INTRODUCAO

Inibidores de proteases, proteinas ricas em aminoacidos sulfurados, sao
encontrados em varias espécies vegetais e possuem um papel essencial na
regulacdo da atividade proteolitica de enzimas alvo durante a germinagdo e
protegem a planta contra herbivoria (Mayer et al. 1974; Ryan 1990). Os inibidores de
protease de soja sao classificados em duas familias: os inibidores Kunitz (KTI) e os
inibidores Bowman-Birk (BBI).

Os inibidores BBI, descritos em soja por Bowman (1946) e Birk (1967),
consistem de uma cadeia de 71 aminacidos ligada por sete pontes dissulfeto com
uma tendéncia a auto-associagao (Chen et al. 2006). Sdo pequenas proteinas, ricas
em residuos de cisteina, que funcionam como pseudosubstratos especificos para
enzimas digestivas. Sua estrutura, tipicamente, apresenta dois sitios independentes
de ligagcao a proteases, sendo capazes de inibir tripsina, quimiotripsina e elastase
(Fernandez et al. 2007). A ligacéo destes inibidores as suas enzimas alvo promove a
formacdo de um complexo no qual a protedlise se torna limitada e extremamente
lenta (Tiffin e Gaut, 2001). Como consequéncia, ocorre uma deficiéncia na
biodisponibilidade de aminoacidos quando soja in natura € utilizada na alimentacao.

Os genes que codificam BBI em Glycine max e Glycine soja constituem uma
familia multigénica que codifica, no minimo, cinco membros: BBI-A, BBI-B, BBI-CII,
BBI-DII e BBI-EIl. BBI-B é muito similar a BBI-A em sua especificidade inibitéria e na
sua sequéncia aminoacidica e, provavelmente, é codificado por um segundo gene
BBI-A2. BBI-El é originado por meio de uma protedlise de DIl. Desta forma os
inibidores BBl foram agrupados em trés classes — A, C e D — com distintas
especificidades; BBI-A, -C e -D inibem tripsina/quimiotripsina, elastase/tripsina, e
tripsina/tripsina, respectivamente, em seus sitios ativos duplos (revisado em
Deshimaru et al. 2004).

Com a recente finalizacdo e liberacdo do genoma da soja (Schmutz et al.

2010) (http://www.phytozome.net/soybean) os processos de identificagao,

isolamento e analise funcional de genes serdo acelerados. Dentro do modelo
genbmico da soja (Glymal), aproximadamente 975 Mb foram organizados em 20
cromossomos e 66153 locos que potencialmente codificam proteinas foram preditos.

Em uma perspectiva biotecnoldgica, essas informagdes serdo importantes para
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estudar a organizagao e regulagcédo de genes envolvidos em produtividade, qualidade
de semente, fixagcao de nitrogénio e resposta a alteragdes ambientais (Mochida et al.
2009).

O objetivo deste trabalho foi identificar, caracterizar in silico e analisar a
expressao dos genes que constituem a familia multigénica que codifica os inibidores

de protease do tipo Bowman-Birk em soja.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Identificagao e Caracterizagao in silico

A identificacdo dos genes que codificam BBI foi feita utilizando o algoritmo
blastp (Altschul et al. 1997), sob um ponto de corte de E-value = 1€, contra o
proteoma predito a partir da anotagédo do genoma da soja (Glymal). Foram utilizadas
14 sequéncias de proteinas (queries) pertencentes a nove espécies (Glycine max,
Glycine microphylla, Glycine soja, Oriza sativa, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,
Triticum aestivum, Vigna Unguiculata, Zea mays). As sequéncias dos genes
identificados foram obtidas utilizando Phytozome GBrowser.

A busca por peptideo sinal foi feita utilizando o software SignalP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e a provavel localizacdo subcelular foi

determinada por meio dos softwares de predigio PREDOTAR

(http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html) e TargetP 1.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). Os dominios conservados nas sequéncias

protéicas correspondentes aos genes de interesse foram identificados com

InterProScan e InterPro DB (www.ebi.ac.uk/interpro). Para avaliar a conservagao dos

residuos de cisteina (importantes para a manutencdo da estrutura do inibidor) e dos
dominios de Bowman-Birk, as sequéncias peptidicas (sem os possiveis peptideos
sinais) foram alinhadas utilizando o] software ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?).

Todos os genes identificados foram posicionados e ancorados no mapa fisico
baseado na sequéncia consenso do genoma da soja disponivel no banco de dados
SoyBase (http://soybeanphysicalmap.org/index.php) (Grant et al. 2010).

O software SignalScan (Pestridge 1991) e o banco de dados PLACE (Higo et
al. 1997) (http://www.dna.affrc.go.ja/PLACE) foram utilizados para identificar cis-

elementos regulatorios nas regidées promotoras (uma regiao de 1500 pb upstream do
provavel ponto +1 da tradugéo) dos genes que codificam BBI.

Para uma avaliagdo inicial sobre a expressao dos genes que codificam BBI, a
sequéncia predita do transcrito de cada um deles foi utilizada para a busca, por meio
de blastn, no banco de ESTs de soja do NCBI por meio do SoyBase

(http://soybase.org/GlycineBlastPages/), constituido de 394.070 sequéncias. O ponto

de corte utilizado foi um E-value = 1e™'%.



2.2. Isolamento dos genes que codificam BBI em soja

DNA genbmico de sementes de soja, variedade CAC-1, foi extraido com base
no protocolo de McDonald et al. (1994). Primers especificos para a amplificagao da
provavel ORF de cada gene identificado foram desenhados. As reagcbes de PCR
foram conduzidas em termociclador MasterCycle Gradient (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha) com periodo inicial de desnaturagcéo de 94 °C por 2 min, seguido por 35
ciclos de 94 °C por 30 s/55 °C por 30 s/72 °C por 30s e um periodo adicional de
extensdo de 72 °C por 4 min. Uma aliquota da reacdo (10 pL) foi purificada
utilizando ExoSAP-IT® (USB, Cleveland, OH, EUA), de acordo com as indicagdes do
fabricante e submetidas a reagdo de sequenciamento pela empresa Macrogen

(Seoul, Coréia do Sul).

2.3. Material Vegetal e RT-PCR

Para as analises de expressdo dos genes que codificam BBl também foi
utilizada a variedade de soja CAC-1. Foram coletadas amostras de raiz, caule,
folhas e semente. No caso de sementes, a coleta foi separada em oito estagios de
desenvolvimento, que compreenderam o periodo de enchimento do grdo. Os
estagios foram determinados de acordo com o peso de matéria fresca da semente:
12— 0a75mg; 22— 76 a 150 mg; 32— 151 a 225 mg; 42— 226 a 300 mg; 5° - 301 a
375 mg; 62 — 376 a 450 mg; 72 — 451 a 525 mg e 82 — representado por sementes
maduras.

RNA total foi extraido com fenol:cloroférmio (Sambrook et al. 1989), e tratado
com RQ1 RNase-Free DNase (PROMEGA, Madison, WI, EUA) para remover o DNA
gendmico. A sintese de cDNA foi feita utilizando primer oligo d(T) e o kit SuperScript
First Strand-Synthesis System (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) de acordo com
as recomendacdes do fabricante.

Para as reagdes de RT-PCR qualitativo foram utilizados os mesmos primers
desenhados para a clonagem dos genes de interesse. As condi¢cdes das reagdes de

PCR foram as mesmas, apenas substituindo-se o molde de DNA genbémico por



cDNA de raiz, caule, folha e semente. O gene que codifica actina em soja foi
utilizado como controle interno.

A expressao quantitativa dos genes identificados foi analisada ao longo do
periodo de enchimento da semente de soja. Os primers foram desenhados com o
auxilio do programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
As reagdes foram conduzidas em termociclador 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Um controle negativo, sem cDNA,
foi incluido para cada conjunto de primers. O gene GAPDH foi utilizado como
referéncia enddgena para a normalizacao dos dados e para o calculo da abundancia
relativa dos transcritos por meio do método 2 ““' (Livak e Schmittgen, 2001). A
especificidade e a eficiéncia da reagdo para cada conjunto de primers foram
avaliadas por meio de uma curva de dissociacdo e uma curva padrao,
respectivamente. As amostras foram analisadas em trés repeticées bioldgicas e trés

réplicas técnicas por amostra.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para identificar genes que codificam BBI, 14 sequéncias protéicas de BBI de
diferentes espécies de plantas foram analisadas por meio de blastp contra o
proteoma predito da anotacdo genoma da soja (Glymal). Essa analise revelou a
exsiténcia de 11 genes, com auséncia de introns, que potencialmente codificam BBI:
Glyma09g28700, Glyma09g28720, Glyma09g28730, Glyma09g39630,
Glyma09g39640, Glyma14g26400, Glyma14g26410, Glyma16g33400,
Glyma18g46550, Glyma18g46560 e Glyma18g46580.

Seis desses genes codificam os inibidores do tipo A (Glyma09g28700,
Glyma09g28730, Glyma14g26410), C-Il (Glyma09g28720, Glyma14g26400) e D-II
(Glyma16g33400), ja descritos na literatura (Baek et al. 1994; Deshimaru et al.
2004).

Os inibidores do tipo A foram divididos por Deshimaru et al. (2004) em dois
grupos, A1 e A2. A diferenga entre seus transcritos sdo 11 substituicbes de base que
resultam na modificacdo de 2 residuos de aminoacidos. Além disso, somente a
sequéncia que codifica BBI-A1 possui um sitio de clivagem para a enzima de
restricdo Hind Ill. Utilizando essas diferencas, verificamos que Glyma09g28700 e
Glyma09g28730 codificam BBI-A1 e Glyma14g26410 codifica BBI-A2. Esses
mesmos autores, por meio de Southern blotting, identificaram trés genes que
codificam BBI-A. No entanto, como s6 haviam isolado dois tipos de cDNA, sugeriram
que o terceiro gene nao seria transcrito ou poderia ser uma copia idéntica dos
anteriores. Nosso trabalho permitiu a inferéncia de que o terceiro gene € uma
segunda coépia que codifica um BBI-A1.

Nés também identificamos dois genes que codificam BBI-CIl e um que
codifica BBI-DII, corroborando com a descrigdo de Deshimaru et al. (2004). Segundo
esses mesmos autores, a diferenca entre os transcritos dos dois genes que
codificam BBI-CIl sdo 3 substituicbes de base e que levam a substituicido de uma
arginina por um histidina. Por alinhamento (100% de identidade), verifica-se que o
transcrito codificado por Glyma09g28720 ¢é idéntico a sequéncia clonada por Baek et
al. (1994). Nao foram encontrados relatos do segundo transcrito na literatura.

Rashed et al. (2008) clonaram dois transcritos (GmBBI1 e GmBBI2) que

codificam BBl em raizes de soja, durante a interacdo com nematdide do cisto. Esses
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cDNAs, quando alinhados aos transcritos anotados no genoma da soja, se
mostraram idénticos aos transcritos dos genes Glyma18g46560 e Glyma18g46550.
As demais sequéncias (Glyma18g465820, Glyma09g39630 e Glyma09g39640)
ainda nao haviam sido descritas na literatura.

Caracteristicamente, os inibidores de protease de soja do tipo Bowman-Birk
possuem dois sitios que inibem simultaneamente tripsina/quimiotripsina (tipo A),
elastase/tripsina (tipo C-Il) e tripsinal/tripsina (tipo D-II) (Deshimaru et al. 2004). Além
disso, a estrutura desses inibidores € mantida por sete pontes dissulfeto, formadas
entre residuos de cisteinas conservadamente posicionados (Odani e lkenaka, 1977).
As sequéncias que codificam BBI-A, Cll e DIl apresentaram os residuos de cisteina
em suas posi¢cdes conservadas e os dois dominios caracteristicos de BBl em soja
(Figura 1). No entanto, as novas sequéncias apresentaram uma maior variagao tanto
com relagdo a composicdo aminoacidica. Como as proteinas codificadas por essas
sequéncias nao foram isoladas, ndo se pode inferir se essas variagdes implicam em
alteracao de estrutura e funcionalidade. Com relagcdo aos dominios de Bowman-Birk,
as sequéncias (Glyma09g39640, Glyma18g46550 e Glyma18g46580) apresentaram
somente um dominio ativo. Nessas sequéncias, o segundo dominio apresenta

variacao no sitio de inibicao (Figura 1).

10 20 30 40 s0 60
| [ [ | | |
09g28700 ..... dESSKPCCDQCACTKSNPPQCRCSDMrINSCHSACKSCICA. LSY PAQCFCVDITDFCYEPCKPsedd.
09g28720 ..... dESSKPCCDQCACTKSNFPOQCRCSDMr INSCHSACKSCICA. LSY PAQCFCVDITDFCYEPCKPsedd.
leégz26410 . .... dDSSKPCCDQCACTKSN PPQCRCEDMr INSCHSACKSCICA . LEY PAQCFCVDITDFCYE PCEPsedd.
14g33400 ..... dEYSKPCCDLCMCTRSMPPQCSCEDI rINSCHSDCKESCMCT . RESQPGQCRCLDTNDFCYEPCKS. . .. .
09g2B8720 ..... dESSKPCCDLCMCTASM PPQCHCADI rINSCHSACDRCACT . RSMPGQCRCLDTTDFCYKPCKSsdedd
16g26400 ..... dESSKPCCDLCMCTASM PPQCHCADI rINSCHSACDRCACT . RSMPGQCRCLDT TDFCYKPCE S=dedd
18946560 nnyyvkSTTKACCNSCPCTKSIPPQCRCSDI. GETCHSACKTCICT. RSTPPQCHCSDITNFCYEPCNSsete.
18946580 . .vkikSTATACCDLCLCTKSYPPQCNCVDEsSETGCHSCCKNCICH . KKFPRTCYCSDITNFCYDKCNStean.

09g39630 dnynlkSTTSACCDACACTKSI PPICHCHDF.GETCHSACNLCICT. ASYPPQCRCLDQTTFCYDKCDSzedk.
18946550 nnyyvkSTTNGCCDNCRCTISISFMCKCADI, GETCHPSCKSCFCD1PTF PGLCQCIDVTNFCYELCNSsetk.
09g39640 nnyyikSTTKACCDKCYCSKSIPPKCYCADV.GITCHSACKVCLCI.———HPQCRCVDTTDFCYEPCNH .....

Figura 1. Alinhamento da sequéncias preditas de BBI codificados no genoma da soja. Os
residuos de cisteina conservados estdo destacados em cinza claro e os sitios ativos estdo em
negrito e destacados em cinza escuro.
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Um potencial peptideo sinal esta presente no N-terminal das 11 sequéncias
de BBI descritas, indicando que as proteinas eventualmente sintetizadas sao
armazenadas em vacuolos especializados (PSV — protein storage vacuoles), como
descrito para as proteinas 11S e 7S de soja (revisado em Herman e Larkins, 1999),
ou exportadas para o espaco intercelular. A entrada das proteinas de reserva no
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) ocorre co-traducionalmente especificada pelo
peptideo sinal presente no seu N-terminal que € clivado assim que as proteinas de
reserva entram no espaco luminal (Von Heijin, 1984). Elas permanecem no RER por
poucas horas para dobramento e oligomerizagao, que sao facilitados por enzimas e
chaperonas luminares (Vitale e Denecke 1999). Depois desse tempo, elas séo
direcionadas ao Complexo de Golgi onde sdo empacotadas em vesiculas de
secregcdo e direcionadas ao vacuolo. Horisberger e Tacchini-Vonlathen (1983),
analisando eixo-embrionario e cotilédones de soja, demonstraram que BBl podem
ser encontrados em PSV, no nucleo e, em menor extensdo, no citoplasma. Ao
contrario do inibidor de ftripsina de Kunitz, eles ndo estdo presentes na parede
celular, mas foram encontrados no espacgo intercelular (Horisberger e Tacchini-
Vonlathen 1983).

Para o mapeamento dos genes identificados, foi utilizado o mapa baseado na
sequéncia consenso do genoma da soja, disponibilizado pelo USDA no banco de
dados SoyBase. Cinco genes foram mapeados no cromossomo 09 (Grupo de
Ligagdo (GL) K): Glyma09g28700, Glyma09g28720 e Glyma09g28730 -
posicionados entre os marcadores microssatélites Sat 043 e Satt 273; e
Glyma09g39630 e Glyma09g39640 entre Satt 196 e Satt 588. Glyma16g33400 foi
mapeado no cromossomo 16 (GL J) entre as marcas Satt 441 e Sat_144, enquanto
que Glyma14g26400 e Glyma14926410 sao flanqueadas pelos marcadores Satt 318
e Satt474 no cromossomo 14 (GL B2). Entre Satt 288 e Satt612, no cromossomo 18
(GL G), estdo os genes Glyma18g46550, Glyma18g46560 e Glyma18g46580.
Embora ainda seja necessaria comprovagao molecular, esta € a primeira vez que 0s
genes BBI sdo posicionados no mapa fisico da soja (Figura 2). Esse mapeamento in
silico demonstra a importancia da utilizacdo deste tipo de ferramenta em estudos
gendmicos, uma vez que a ndo existéncia de genitores naturais contrastantes com
relagcado a teores de BBl compromete a obtencao de populagdes adequadas para o

mapeamento molecular.
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Ao longo dos anos, refinadas analises de promotores tém identificado um
grande numero de cis-elementos envolvidos na regulagao transcricional de uma rede
dinamica de atividades génicas controlando varios processos biolégicos como
respostas a estresse (bidtico e abidtico) e processos durante o desenvolvimento
(Vandepoele et al. 2009). Para caracterizar a regido promotora dos genes
identificados, 1500 pb upstream do ponto +1 da tradugao foram obtidos do genoma
da soja e submetidos a uma extensiva analise in silico para avaliar a presenga de

motifs regulatorios conhecidos.

Cromossomo 09 (GL= K)

Sat_043 Satt 273
35,25 Mpb 36,24 Mpb
Glyma09¢g28700 Glyma09g28720 Glyma09g28730
EEEESESEEER =1 s f EsEEEmEESs L
T 1 "
Satt 196 Satt 588
43,31 Mph 45 4 Wph

Glyma09g39630 Glyma09g39640
Foe oo

IIIIII aEw
sssEmmEnss o L .

Cromossomo 14 (GL= B2)
Satt 318 Satt 474

28,08 Mpb 3307 Mph
Glymal4g26400 Glymal1dg26410
L o

------ (L]
EEsEEEEEES - = L]

Cromossomo 16 (GL=J)

Satt 431 Sat_ 144

3571 Mph 36,53 Mph
Glyma16g33400

L

Cromossomo 18 (GL= G)
Satt 788 Satt612

554 Mpb 6,45 Mpb
Glymal18g46550 Glyma18g46560 Glyma18g46580
L L L

- 7, g EmsEEEEEES

Figura 2: Posicionamento dos genes que codificam BBI no mapa fisico da soja.
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De uma forma geral, a regido promotora de todos os genes apresentou

elementos responsaveis por expressao semente-especifica e de resposta a estresse

biotico e abiotico (Tabela 1).

Tabela 1: Cis elementos comuns encontrados nas regides promotoras dos 11 genes que
codificam BBI em soja.

PLACE ID Motif Funcéo
ARR1AT NGATT Sitio de ligagéo dos ativadores transcricionais ARR1 e ARR2.
CAAT BOX CAAT Atividade semente especifica.
Sitio de ligagao de fatores de transcricdo DOF induzidos por acido
DOFCOREZM AAAG o
salicilico.
Elementos de ligacdo dos fatores de transcricio DPBF (Dc3
DPBFCOREDCDC3 ACACNNG promoter-binding factor) 1 e 2, envolvidos na transcricdo embrido-
especifica.
EBOXBNNAPA CANNTG Elemento essencial para a expresséo de proteinas de reserva.
Envolvidos com expressdo génica induzida por sal ou patégeno.
GT1GMSCAM4 GAAAAA Podem também estabilizar o complexo de iniciagdo da transcrigdo:
DNA-TBP-TFIIA.
Matrix attachment region — atua como enhancer em construgdes
MART BOX TTWTWTTWTT
para expressao de transgenes.
Sitio de reconhecimento dos fatores MYB em genes responsivos a
MYB1A WAACCA
desidratagao.
Sitio de reconhecimento dos fatores MYC e da proteina NAC em
MYCATERD1 CATGTG
genes responsivos a desidratagéao.
Sitio de reconhecimento dos fatores de transcricdo MYC em genes
MYCCONSENSUSAT CANNTG ) )
responsivos a desidratacéo.
RYPEATBNNAPA CATGCA Importante para expressao semente especifica.
Enhancer presente nos promotores nos genes da B-conglicinina em
SEF3MOTIFGM AACCCA
soja.
Enhancer presente nos promotores nos genes da -conglicinina em
SEF4AMOTIFGM7S RTTTTTR
soja.
Responsavel pela ativagdo da expressdo génica em resposta a
T/GBOXATPIN2 AACGTG
jasmonato induzida por ferimento.
Elemento posicionalmente importante para a acuracia do inicio da
TATA BOX TATAAAT
transcrigéo.
W-Box reconhecido por fatores de transcrigdo induzidos por acido
WBOXARNPR1 TTGAC o
salicilico.
WBOXNTERF3 TGACY W-Box envolvido na ativagdo génica em resposta a ferimento.
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Yoshino et al. (2006), analisando o promotor do gene da subunidade o da B-
conglicina, verificaram a presengca de alguns elementos importantes para a
expressao semente-especifica: SEF (Soybean Embryonary Factors) 1,3 e 4; E-Box
(Kawagoe and Murai 1992), RY motifs (Dickinson et al. 1988), e um sitio de ligagao
para fatores de transcricdo DPBF (DC3 Protein-Binding Factor) (Kim et al. 1997).

Enquanto as sequéncias RY s&o importantes para a expressao semente-
especifica, as outras sequéncias tém papéis na sua regulacao (Fujiwara and Beachy
1994; Sakata et al. 1997). Dentre os elementos de resposta a estresse estdo os
sitios de ligagdo de fatores de transcricdo WRKY, MYB e DOF. Proteinas WRKY
constituem uma familia de fatores de transcricdo que sido Unicas em plantas.
Membros dessa familia tém sua atividade de ligagdo ao DNA induzida apds ataque
por patdgenos, sinalizagdo de defesa e ferimentos (revisado por Eulgem et al. 2000).
Membros de outra familia de fatores de transcricdo, os fatores MYB tém sido
associados com resposta a estresse, como luz UV, ferimento, estresse anaerdbico e
patogenos (Jin e Martin 1999; Stracke et al. 2001). As proteinas DOF (DNA binding
with one finger), induziveis por acido salicilico, interagem e estimulam a atividade de
ligacdo ao DNA de proteinas bZIP, também responsivas a estresse (Kang e Singh
2000). Além disso, em arroz, a expressao de um gene que codifica um tipo de BBI é
induzida por ferimento, acido jasmoénico e etileno (Rakwal et al. 2001), sinais
considerados indutores em resposta de defesa em plantas assim como acido
salicilico.

Outros elementos importantes, como CANBNNAPA (CNAACAC - envolvido
na transcricado semente especifica) estdo presentes apenas nos genes que codificam
BBI-A (Glyma09g28700, Glyma28730, Glyma14g26410) e BBI-D (Glyma16g33400)
e no gene Glyma18g46580. Além disso, o gene Glyma18g46580 e um dos genes
que codifica BBI-C (Glyma14g26400) ndo apresentaram predigdo de TATA box e o
ultimo também n&o apresenta o elemento RY que € importante para a expressao
semente-especifica. Mas somente essas informagdes ndo nos permitem inferir a
respeito da funcionalidade desses genes.

Para completar as analises feitas in silico, o perfil de expressao virtual,
semelhante a um virtual northern blotting (VNB), de cada gene identificado foi
determinado. A representatividade no banco de dados e a expressao tecido-

especifica de cada transcrito foram avaliadas e estdo representadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Avaliagdo da representatividade e expresséo tecido-especifica dos genes identificados
em um banco composto de 394.070 ESTs.

) . o N° de
Gene Tecido de origem da biblioteca )
Hits
Glyma09g28700/28730/14926410 (BBI-A) Sementes imaturas (100-300 mg) 55
Glyma09g28720/149g26400 (BBI-CII) Sementes imaturas (100-300 mg) 20
Embrides somaticos 1
Glyma16g33400 (BBI-DII) Sementes imaturas (100-300 mg) 104
Raizes sob estresse
Glyma18g46550 24

(nodulagao, patégenos e seca)

Raizes sob estresse
Glyma18g46560 . . 27
(nodulagao, patdgenos e seca)

plantulas com Sindrome da Morte Subita
Glyma18g46580 ]
(Sudden Death Syndrome Disease)

Glyma09g39630 Embrides somaticos 1

Raizes sob estresse
Glyma09g39640 . 1
(nodulagao, patégenos e seca)

Quando analisados em conjunto, os resultados obtidos das analises das
regides promotoras de genes que codificam BBl e dos tecidos em que eles sao
expressos corroboram com a funcdo de protecdo contra herbivoria e demostram
uma regulagao semelhante aquela das proteinas de reserva.

Depois da caracterizacado in silico, passamos ao isolamento e anadlise da
expressdo dos genes identificados. Como ndo houve predicdo de introns, nos
utilizamos DNA gendmico como molde na reagcdo de PCR para o isolamento da
provavel ORF que cada um deles codifica. Todos os amplicons apresentaram o
tamanho esperado e foram sequenciados. As sequéncias obtidas foram bastante
similares as sequéncias disponiveis no genoma da soja.

A expresséo tecido-especifica de cada gene foi avaliada por meio de RT-PCR
qualitativo utilizando cDNA de folha, caule, raiz e sementes de soja. Os genes que
codificam BBI A, Cll e DIl apresentaram expressao somente em sementes (Figura
3), enquanto que a expressao dos outros genes nao foi detectada em nenhum

orgao.
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Figura 3: Analise da expressao dos genes que codificam os BBI-A, Cll e DIl em diferentes
tecidos da soja (F = folha, C = caule, R =raiz, S = semente).

Como o material vegetal utilizado foi coletado sob condigcbes normais de
cultivo (auséncia de estresse), esse padrao de expressao era esperado e esta de
acordo com o observado na analise de express&o in silico. Em feijao comum,
Galasso et al. (2009) analisaram a expressao, por meio de northern bloting, de dois
genes que codificam BBl em varios 6rgdos dessa leguminosa. A expressdo de
ambos os genes foi predominante em cotilédones em desenvolvimento e ausente
em folhas, tegumento e flores. Além disso, Birk (1967) relatou que plantulas de uma
semana de idade apresentam todos os tipos de inibidores de protease em
cotilédones e um pouco no hipocétilo. Hwang et al. (1978) encontraram BBI em
cotilédones, epicadtilos, hipocdtilos e raizes em plantulas de 12 dias, mas concluiram
que somente a quantidade encontrada em cotilédones foi significativa. Em plantas
maduras, Goldberg (1983) reportou evidéncias de sintese de BBl somente nos
cotilédones.

A expressao dos genes que codificam os principais tipos de BBl em sementes
(BBI-A, CII e DIl) foi avaliada por meio de RT-PCR quantitativo ao longo do
desenvolvimento da semente. Para tanto, foi utilizado um par de primers para a

amplificacdo de BBl A1 e A2, e um par de primers para a amplificagcdo dos dois
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genes que codificam BBI-CIl. Os conjuntos de primers apresentaram eficiéncia de
reagdo acima de 90% e amplificaram um unico tipo de transcrito cada. Todos os
genes mostraram expressao extremamente alta ao longo de todo o desenvolvimento
da semente, com excec¢ao da semente madura. O nivel de transcritos aumenta nos
estagios iniciais, atinge expressdo maxima no 3° estagio e reduz gradativamente até
chegar proximo a zero na semente madura (Figura 4).

Durante todo o desenvolvimento da semente, quando comparados entre si, 0s
transcritos para BBI-DIl sdo os mais abundantes, seguidos pelos que codificam BBI-
A e, por ultimo, BBI-CII. Esses resultados sao semelhantes aos obtidos na analise
de expressao in silico. Os transcritos que codificam BBI-A, Cll e DIl sdo encontrados
em bibliotecas de sementes, principalmente de cotilédones imaturos de 100-300mg.
Essa faixa de peso fresco se sobrepdem a faixa utilizada para delimitar o 3° estagio
de desenvolvimento (151-225mg) da semente da soja. Neste estagio, in vivo,
observamos o maior acumulo de transcritos que codificam BBI, sendo que o que
codifica BBI-DII € o mais abundante (Figura 5).

Além disso, como ja foi mencionado, o cis-elemento RY & muito importante
para a expressao semente especifica. A regiao promotora do gene Glyma16g33400
(BBI-DII) possui trés desses elementos, sendo que dois estdo proximos ao TATA
box. Os genes que codificam BBI-A apresentam apenas um elemento RY e os que
codificam BBI-Cll apresentam dois, situados a cerca de 1200 pb do TATA box. E
possivel que a quantidade e a posicao desses elementos contribuam diretamente
para as diferencas nos perfis de expressao observados. Recentemente, uma analise
sistematica combinatorial in silico de cis-elementos com analises do padrao de
expressao em Arabidopsis indicaram uma correlagdo positiva entre a resposta de
genes a estimulos e densidade de cis-elementos em sua regido promotora (Walther
et al. 2007). Embora Odani e lkenaka (1977) tenham considerado o tipo A o BBI
mais abundante em soja, Tan-Wilson et al. (1982) reportaram que o BBI mais
abundante em soja é o BBI-El. Esse tipo de inibidor &€ obtido a partir de uma
modificagdo pods-traducional de BBI-DIl (revisado em Deshimaru et al. 2004). E,

finalmente, BBI-Cll parece ser o menos abundante (Baek et al. 1994).
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Conclui-se que o genoma da soja apresenta 11 loci que potencialmente
codificam inibidores de protease do tipo Bowman-Birk. Desses, seis codificam os
inibidores do tipo A, Cll e DIl que sao expressos em sementes (Figura 3). As demais
sequéncias aparecem em bibliotecas de tecidos submetidos a estresse e sua
expressao nao foi detectada em nenhum 6rgéo da planta sob condigdes normais de
cultivo (Tabela 2). O perfil de expressdo dos genes que codificam BBl em sementes
€ semelhante durante o desenvolvimento da semente e transcritos que codificam

BBI-DIl sdo os mais abundantes, seguidos por BBI-A e, por ultimo, BBI-CII.
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CAPITULO 2

THE PROMOTER OF THE BOWMAN-BIRK D SOYBEAN PROTEASE INHIBITOR
GENE IS A POTENTIAL CANDIDATE FOR SEED-SPECIFIC TRANSGENE

EXPRESSION IN DICOTS

ABSTRACT

Promoters are key elements for the development of genetically modified
organisms. In plants, promoters of genes encoding for storage proteins are often
used to direct the specific expression of genes in seeds. Promoters of genes
encoding soybean B-conglycinin subunits have been successfully used for seed-
specific expression in dicots. However, the development of new transgenic cultivars
leads to an increasing search for new tissue-specific promoters. We have shown that
the expression of the soybean gene encoding the Bowman-Birk D protease inhibitor
(BBI-D) is seed specific. In addition we used quantitative RT-PCR and demonstrated
that the relative expression of the gene encoding BBI-D was significantly higher than
that of the gene encoding the a subunit of the B-conglycinin (a-fC) along all stages of
seed development. As in most cases the strength of the promoter is proportional to
the expression level of the gene under its control, one can conclude that the BBI-D
promoter is stronger than the a-BC promoter, and most probably an excellent

alternative for seed expression of transgenes in soybean and in other dicot species.

Key words: promoter strength — genetically modified organisms — Glycine

max — quantitative RT-PCR
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1. INTRODUCTION

Genetic transformation of plants has allowed the development of cultivars with
improved nutritional quality, with tolerance to herbicides and insects, and also
capable to synthesize compounds for pharmaceutical and industrial purposes
(Potenza et al. 2004). Originally the expression of transgenes in plants was governed
by constitutive promoters such as the cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter.
Although this promoter is still being used, other types of promoters have been tested
and there is a constant demand for promoters which can orient tissue-specific
expression, limiting the expression of the transgene to the target tissue (Gudynaite-
Savitch et al. 2009).

In legumes, storage proteins are expressed at high levels during seed filling
and thus promoters governing the expression of their genes are currently used for
genetic engineering purposes. Among the seed storage protein promoters being
used for seed-specific expression in dicots are the ones governing the expression of
the soybean B-conglycinin subunits (Chen et al. 1989). These promoters have been
characterized functionally (Awazuhara et al. 2002; Caiyin et al. 2007; Naito et al.
2004; Yoshino et al. 2006) and used for development of plants expressing high
phytase levels (Chiera et al. 2004; Li et al. 1997) and high arachidonic acid content
(Chen et al. 2006). Others have used these promoters to reorient the metabolic flow
in soybeans leading to the accumulation of high levels of oleic acid (Kinney, 1996)
and to silence the gene encoding the alergenic protein Gly mBd 30 K (Herman et al.
2003).

As new transgenic cultivars are constantly being released, there is a growing
interest for the characterization of new specific promoters (Chiera et al. 2007). For
dicots, especially for legume species, the promoters governing the expression of
Bowman-Birk protease inhibitors (BBI) might be an interesting alternative. These
proteins accumulate at high levels in soybean seeds (Birk et al. 1963, Bowman,
1946) and together with the Kunitz trypsin inhibitors (KTIl) they represent
approximately 6% of the total protein present in the seed (Baek et al. 1994).
However, the use of these promoters for genetic engineering purposes has not been

evaluated so far.
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As the expression level of a gene reflects the activity of its promoter, the main
goal of the present work was to compare the expression levels of the gene encoding
BBI-D with that of the gene encoding the B-conglycinin o subunit and infer on the
potential use of the BBI-D promoter to orient seed-specific expression in soybean

and possibly in other dicot species.

2. MATERIALS AND METHODS

Developing soybean seeds of the commercial cultivar ‘CAC-1’ were harvested
in the greenhouse along eight developmental stages according to their fresh weight:
15t~ 0 to 75 mg; 2" — 76 to 150 mg; 3™ — 151 to 225 mg; 4™ — 226 to 300 mg; 5" —
301 to 375 mg; 6" — 376 to 450 mg; 7" — 451 to 525 mg and 8" — mature seeds.
Root, stem and leaf samples were also collected.

BBI-D seed specific expression was determined by conventional RT-PCR in
roots, stem, leaves and seeds. BBI-D expression along seed development was
determined by quantitative RT-PCR (qRT-PCR).

Total RNA was extracted with a phenol:chloroform procedure (Sambrook et al.
1989) and treated with DNase | to remove genomic DNA. Synthesis of the first cDNA
strand primed by oligo d(T) was performed with the SuperScript First Strand-
Synthesis System kit (Invitrogen, Grand Island, NY) according to the manufacturer’'s
instructions. For the PCR reactions specific primers were used (Table 1).

Conventional RT-PCR was conducted in an MasterCycle Thermocycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany) according to the following conditions: one initial
step at 94 °C for 4 min followed by 35 cycles at 94 °C for 30 s, 55 °C for 30 s, and 72
°C for 30 s; the last cycle was followed by an extension step at 72 °C for 4 min. The
soybean actin gene was used as internal control.

The gRT-PCR was conducted in a 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA) using a SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. A negative control (no
cDNA) was included for each set of primers. The GAPDH gene was used as
endogenous reference to normalize the data and to determine the relative
abundance of the transcripts by the 2 ““* method (Livak and Schmittgen, 2001). PCR
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efficiency for each primer set was determined by standard curve analysis. Three
biological samples and three technical replicates for each biological sample were

used.

Table 1: Forward (F) and reverse (R) primers used for RT-PCR.

Gene ] Amplicon
Primers

(AN) Size
BBI-D? (F) 5 ATGAGTTTGAAGAACAACAT 3 327 b

(X68706) (R) 5 CTAGTCATCTCTGGACTTGC 3’ P
BBI-D° (F) 5 TTGACACCAACGACTTCTGC & 83 b

(X68706) (R) 5 GGCTTCGTCCATTTGAGAGA 3 P
a ﬁ-Cb (F) 5 GATGAGGAACAAGATGAACGTCAAT 3 20 b

(AB197785) (R)5 CTTGCTTTCGCTCTTCCTTC & P
GAPDH" (F) 5 GGGTGGTGCAAAGAAGGTTATTA 3 72b
(DQ192668) (R)5 TCGTTGACACCAACAACAAACA 3 P
Actin?® (F) 5 CCCCTCAACCCAAAGGTCAACAG 3’ 480 b

p

(U60496) (R) 5 GGAATCTCTCTGCCCCAATTGTG 3

AN — Accession Number (GenBank)
@ — Primers used for conventional RT-PCR.
® _ Primers used for qRT-PCR.

Regulatory DNA elements present in the 5" upstream sequence of the a-fC
and BBI-D genes were identified using Plant Cis-Acting Regulatory DNA elements
(PLACE) database (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (Higo et al. 1999) and the

Signal Scan software (Pestridge 1991). Upstream DNA sequences of both genes

from position -1500 to the translation start codon (+1) were downloaded from Glyma
1 annotation (Glyma16g33400 and Glyma20g28650, respectively)

(http://www.phytozome.net) and used for promoter analysis.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

The experiments using conventional RT-PCR indicated that expression of the
BBI-D gene is restricted to the seed. No transcripts were detected in root, stem or

leaf (Figure 1).

BBI-DIl gene
 —

Actin gene
L, T I )

Figure 1: Analysis of the BBI-D gene expression in different soybean tissues by conventional
RT-PCR (R = Root, St = Stem, L = Leaf, and S = Seed).

The expression levels of the BBI-D and a-fC genes were determined along
the development of soybean seeds by qRT-PCR. The expression of genes encoding
both proteins was detected in all development stages analyzed except for the 8th
stage (mature seeds) where the expression levels of both genes were negligible. The
expression of the BBI-D gene was higher than that of o-fC in all stages (Figure 2).
Relative BBI-D mRNA levels were between 9.4 and 37.1 times higher than those of
the a-fC gene along seed development. As the strength of the promoter is directly
related with the expression level of the gene under its control, one can assume that

the BBI-D promoter is extremely strong.
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Figure 2: Quantitative RT-PCR analysis of Bowman-Birk D (BBI-D) and B-conglycinin a-subunit
(af-C) genes expression during soybean seed development.

To get a better insight of the structure of the BBI-D promoter in relation to the
a-BC promoter, we did an in silico analysis of a region corresponding to
approximately 1,500 bp upstream the start codon of the genes (Figure 3). According
to Yoshino et al. (2006) the soybean a-fC promoter region contains elements related
with seed-specific expression — binding sites for embryonary factors (SEF) 1, 3, and
4; E-Box (Kawagoe and Murai 1992), RY motifs (Dickinson et al. 1988), and one
binding site for the DC3 factor (Kim et al. 1997). The RY motif are important for seed
specific expression while the other elements are critical for gene regulation (Fujiwara
and Beachy 1994; Sakata et al. 1997). Similar cis-elements were also found by
Caiyin et al. (2007) in the o-fC promoter region. We detected the same cis-elements
in our in silico analysis of the BBI-D promoter region demonstrating that this region
contains elements necessary for seed specific expression of transgenes during seed
development. In addition to the elements mentioned matrix attachment regions
(MAR) were found flanking the «-fC and BBI-D genes which can act to enhance

transcription when included in transgenic constructs (van der Geest and Hall 1997).
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Figure 3: Comparison of putative regulatory cis elements of the promoter regions between o-
pC and BBI-D genes.

Although transformation experiments using the BBI-D promoter to direct the
expression of specific genes to dicot seeds are necessary, our data strongly indicate
that this is a promising promoter that can be used for this purpose. It is a strong
promoter which is active during soybean seed development and whose activity is
specifically detected in the seed.
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CAPITULO 3

TRANSFORMACAO GENETICA DE NOS COTILEDONARES DE SOJA PARA O
SILENCIAMENTO GENICO, VIA INTERFERENCIA POR RNA, DO INIBIDOR DE
PROTEASE DO TIPO BOWMAN-BIRK A

RESUMO
A soja € uma das principais commodities agricolas do mundo e, cada vez

mais, tem sido utilizada na alimentagdo humana e animal, dentre outros motivos, por
ser uma fonte protéica de boa qualidade. No entanto, adversidades nutricionais e
outros efeitos que se seguem a ingestao de soja in natura sdo atribuidos a presenca
de inibidores enddgenos de enzimas digestivas, como os inibidores do tipo Bowman-
Birk. A reducdo desses inibidores em sementes de soja aumentaria a
biodisponibilidade de aminoacidos obtidos a partir de alimentos derivados da soja.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi transformar nos cotiledonares de soja
visando ao silenciamento génico, via interferéncia por RNA, dos inibidores BBI-A em
sementes de soja. Nos experimentos utilizando o clone pBBIAi 1800 noés
cotiledonares foram transformados, 16 brotos alongaram e desses, 11
desenvolveram raizes. Sete pléntulas foram estabelecidas em casa de vegetacgéo e
todas elas apresentaram desenvolvimento fragil, maturagéo fisiologica precoce e
quase nenhuma produg¢ao. Pequenas amostras de folhas foram coletadas para a
extracdo de DNA e analise molecular desses eventos. As analises moleculares
foram realizadas por meio de PCR. Trés amostras apresentaram resultado positivo.
A baixa eficiéncia (0,16%) de transformacgao e alta frequéncia de escapes estédo de
acordo com relatos da literatura. Pode-se concluir que o sistema adotado é
adequado mas, para trabalhos futuros, modificagcées relacionadas principalmente ao
sistema de selecdo e a regeneragdo dos brotos transformados devem ser

consideradas.

Palavras-chave: Bowman-Birk A, transformagéo de soja, RNA.I.
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1. INTRODUCAO

Originaria da China, a soja € uma das principais commodities agricolas do
mundo e, cada vez mais, tem sido utilizada na alimentacdo humana e animal.
Embora seja considerada uma fonte protéica de boa qualidade, a soja possui fatores
antinutricionais, como inibidores de protease, fitato, lectinas e fatores alergénicos,
que limitam sua utilizacdo como fonte de alimento. Adversidades nutricionais e
outros efeitos que se seguem a ingestao de soja in natura sao atribuidos a presenca
de inibidores enddgenos de enzimas digestivas, como os inibidores do tipo Bowman-
Birk (BBI) (Friedman e Brandon 2001). A reducado desses inibidores em sementes de
soja aumentaria a biodisponibilidade dos aminoacidos obtidos a partir de alimentos
derivados da soja in natura.

Muitos esforgos tém sido empregados para a utilizagdo da engenharia de vias
metabdlicas para alterar a constituicdo nutricional das plantas. Para a redu¢ao dos
niveis de produtos génicos indesejaveis, dois métodos tém sido comumente
utilizados: a interrupcédo (knockout) e o silenciamento de genes (Tang et al. 2007).
Das metodologias de silenciamento génico induzido por RNA dupla fita (dsRNA), a
interferéncia por RNA (RNA interference), que utiliza estruturas em hairpin para
ativar o silenciamento, € a mais eficiente (Smith 2000). Essa tecnologia € uma
ferramenta molecular de alto poder para gerar variedades com caracteristicas
agroindustriais importantes, mas nao disponiveis na natureza, como € o0 caso de soja
com reduzidos teores de BBI. Por isso, o programa de Melhoramento da Qualidade
da Soja do BIOAGRO/UFV, buscando melhorar seu germoplasma e atender as
novas demandas do mercado, investe agora, por meio desta tecnologia, na
produgao de variedades transgénicas de interesse agroindustrial. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolo e transformar nds cotiledonares

para reducao, via silenciamento génico, dos teores de BBI-A em sementes de soja.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Silenciamento génico mediado por RNA e sua aplicacdo no melhoramento

de culturas agronomicamente importantes

Pequenos RNAs (sRNAs) estdo envolvidos em diversos fenbmenos que sao
essenciais para a estabilidade do genoma, desenvolvimento e respostas adaptativas
a estresses biodticos e abiodticos. Seu modo de acédo é também diverso. Eles guiam a
eliminacdo de DNA durante a formagdao de macronucleos em protistas e de
heterocromatina em fungos e plantas. Em animais e plantas, eles sdo direcionados a
clivagem de mRNAs enddgenos e a inibicdo da transcrigdo; controlam o movimento
de elementos transponiveis; e, ainda, protegem estes organismos contra infec¢des
virais por meio de um “sistema imune” baseado em RNA (Vaucheret, 2006).

As caracteristicas que definem os pequenos RNAs sdo o seu tamanho
pequeno (20 a 30 nucleotideos - nt) e sua associagdo com membros da familia das
proteinas Argonauta (AGO), as quais eles guiam para seus alvos regulatérios, o que
tipicamente resulta na redugao da expressao do gene alvo. Proteinas Argonauta séo
caracterizadas por dois dominios — MID/Piwi (o motivo MID se liga ao 5 do siRNA
guia e o motivo Piwi tem atividade de ribonuclease) e PAZ (este dominio se liga ao
terminal 3’ do siRNA guia) (Guildiyal e Zamore, 2009).

O processo de interferéncia por RNA estimulado por dsRNA exdégenos foi
descrito pela primeira vez em Caenohabidits elegans (Fire et al. 1998). Nesse caso,
os dsRNAs exdgenos sao clivados em siRNAs por uma Dicer — uma ribonuclease
do tipo lll especifica para dsRNAs. Os siRNAs produzidos sdo dupla-fita, possuem
~21 nt e uma protuberancia de 2 nts nos terminais 3’ (ZAMORE et al. 2000). A fita
que direciona o silenciamento € chamada de fita guia, enquanto a outra, que é
destruida, é a fita passageira. A estabilidade termodinédmica dos terminais 5’ das
duas fitas no siRNA dupla-fita determina a identidade da fita guia e da fita
passageira (Schwarz et al. 2003). A regulagdo mRNA alvo é mediada pelo complexo
RISC (RNA-induced silencing complex) que é consituido por uma proteina
Argonaute e pelo ssRNA guia (Hammond et al. 2000) além de proteinas auxiliares
que estendem ou modificam sua fungao; por exemplo, proteinas que redirecionam o
MRNA alvo ao sitio de degradacao de mRNAs (Liu et al. 2005).
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Plantas apresentam uma surpreendente diversidade de sRNAs e de proteinas
envolvidas na sua biossintese. Em Arabidopsis foram identificadas 4 proteinas Dicer-
like (DCL) e 10 Argonautas, com fungdes unicas e/ou redundantes e o silenciamento
de sequUéncias enddégenas pode ser obtido em baixa frequéncia utilizando
transgenes sense ou antisense e, em alta frequéncia, utilizando transgenes com
sequéncias invertidas (hairpin). A expressao desses transgenes produz dois tipos de
siRNAs — de 21 e 24 nt (Tang et al. 2003). Os siRNAs de 21 nt sdo produzidos pela
DCL4, mas na sua auséncia, DCL2 pode substitui-la produzindo siRNAs de 22 nt
(Gasciolli et al. 2005). Todos os siRNAs sao metilados pela proteina HEN 1(HUA
ENHANCER1) que catalisa a metilacdo de terminais hidroxila livres e protegem os
siRNAs da oligo uridilagdo, uma modificagdo que promove a instabilidade dos
SRNAs (Li et al. 2005). Os siRNAs produzidos pela DCL4, geralmente, se associam
a AGO1 e guiam a clivagem do mRNA. Ja os siRNAs de 24 nt podem se associar a
AGO4 (rota principal) ou AGO6 (rota alternativa) e promover o silenciamento por
meio de alteragcbes na cromatina (Chan, 2008). Além disso, em plantas, RNA
polimerases dependente de RNA (RdRPs) amplificam o sinal de silenciamento.
Inicialmente, siRNAs primarios (originados pela clivagem de dsRNAs exdgenos pela
Dicer) se ligam ao seu mRNA alvo e direcionam sua clivagem por meio das
proteinas AGO (Sijen et al. 2001). A RdRP6 utiliza esses fragmentos de transcrito
como molde para a sintese de dsRNAs que serdo processados em siRNAs
secundarios. Os siRNAs secundarios sao formados pela DCL4 a partir de dsRNAs
produzidos a partir dos terminais 5’ e 3 do mRNA enddgeno clivado, sugerindo que
a clivagem do mRNA alvo pode ser o sinal para a amplificacdo dos siRNAs. A
amplificacdo do sinal de silenciamento € especialmente importante na defesa das
plantas contra infec¢des virais (Baulcombe 2004).

As primeiras culturas geneticamente modificadas ja usaram a agao de sRNAs,
mesmo com 0 seu mecanismo celular ainda ndo sendo completamente entendido a
época. Por exemplo, o tomate “FlavrSavr’, aprovado em 1992 pela Calgene,
apresenta amadurecimento mais lento por meio da supressao, via RNA antisenso,
da enzima poligalacturonase (Sheehy et al. 1988).

A utilizacdo do silenciamento via RNA como ferramenta biotecnoldgica pode

aumentar o valor nutritivo das culturas, eliminar compostos alergénicos, criar macho-
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esterilidade para fins de melhoramento, diminuir compostos téxicos e modificar
varias outras caracteristicas de interesse (Newell-Glounhlin, 2008).

Metodologias utilizando RNAi de forma semente especifica foram utilizadas
para gerar uma variedade de milho com alto conteudo de residuos de lisina por meio
do silenciamento da expressdo das proteinas de reserva 22kDa, um grupo de
proteinas abundantes no milho, mas pobres em conteudo de lisina. Um mutante
natural rico em lisina ja havia sido isolado, mas este apresentava efeitos adversos na
qualidade e na producdo das sementes. A regulagdo negativa do gene que codifica
a proteina de 22 kDa, via RNAI, gera sementes normais e de boa qualidade com
altos teores de proteinas ricas em lisina ou de lisina livre (Segal et al. 2003).

Outro exemplo é o algodao que € uma cultura utilizada, principalmente, para a
producao de fibras. Mas, em paises em desenvolvimento, os residuos de sementes
que sobram ap6s a extracdo da fibra poderiam ser utilizadas como fonte de
proteinas e calorias. Isso ndo tem ocorrido porque estas sementes contém um
terpendide toxico, o gossipol. Neste sentido, plantas transgénicas de algod&o
expressando uma constru¢ao para silenciamento do gene que codifica a s-cadieno
sintase fusionado a um promotor semente especifico proporcionou a redugao dos
niveis de gossipol nesse 6rgao, enquanto que seu conteudo nos outros tecidos foi
comparavel ao das plantas controle (Sunilkumar et al. 2006).

Uma significativa parte da dieta humana é composta de hortalicas. Entre
estas, o tomate é relativamente rico em uma série de vitaminas, bem como outros
metabdlitos importantes para a saude, como o licopeno, um carotendide antioxidante
forte. Carotendides sao sintetizados pela mesma via biossintética da clorofila, e tem
sido mostrado que genes que controlam a regulacdo da fase da fotossintese
dependente de luz, também influenciam na qualidade do tomate por alterar os niveis
de carotendides e flavondides (Adams-Phillips, 2004). A supressédo, via RNAI, da
expressao do gene DE-ETHILATED1 (DET1), que reprime varias vias de sinalizagao
dependente de luz, mostra um aumento nos niveis de flavondides e carotendides e
efeitos minimos no crescimento da planta e qualidade do fruto (Davuluri et al. 2005).

Outra grande aplicagcdo da interferéncia por RNA tem sido a modificagado
genética do teor de acidos graxos na fragdo 6leo. Em algodao, por exemplo, a
composicao de acidos graxos foi geneticamente modificada por meio do

silenciamento de enzimas chave do metabolismo de acidos graxos como a ®@6-
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dessaturase e a estearoil-acil A9-dessaturase (Liu et al. 2002). A baixa expressao
dessas proteinas leva a produgao de 6leos com alto conteudo de acido oléico e
acido estearico que sao acidos graxos essenciais e saudaveis ao coragao humano.

Além de melhorar a qualidade das culturas, pesquisadores estdo modificando
geneticamente variedades que expressam pequenos RNAs para silenciar genes em
insetos, nematdides e patdgenos — uma metodologia conhecida como HD-RNAI
(host-delivered RNAI) (Auer e Frederick, 2009).

RNAIi € uma via natural poderosa de resisténcia a virus em plantas (Kang et
al. 2005; Soosaar et al. 2005). A resisténcia a virus de RNA ocorre por meio da
perpetuacédo (via RdARP viral) da degradacao sequéncia-especifica de um mRNA
viral. Experimentos com tabaco mostraram que HD-RNAi pode ser obtido pela
expressao de siRNAs ou dsRNAs complementares a mRNAs de proteinas do
capsideo viral (Lindbo e Dougherty, 2005) de virus de interesse. HD-RNAI ja foi
utilizado para a obtengdo de mamao (Fitch et al. 1992) e abdbora (Tricoll et al. 1995)
resistentes a virus.

Ao contrario das plantas, os insetos, moluscos e vertebrados parecem néao
apresentar RARPs e isso parece ser um problema para o desenvolvimento de HD-
RNAIi para controlar o ataque de insetos (Price e Gatehouse, 2008). No entanto,
trabalhos recentes tém demonstrado que HD-RNAIi para resisténcia a insetos é
possivel, embora sua eficacia em condicdbes de campo nao tenha sido verificada.
Baum et al. (2007) mostraram que o silenciamento do gene que codifica uma
ATPase vacuolar (V-type ATPase A) de células do intestino de crisomelideos
(coledpteros que atacam o milho) causou uma diminuigdo da taxa de crescimento e
aumentou a mortalidade larval. Plantas transgénicas de milho expressando dsRNAs
para ATPase A do tipo V, ATPase E do tipo V e B-tubulina apresentaram significativa
reducdo nos danos causados por crisomelideos. Outro grupo de pesquisa usou
RNAIi para explorar metabdlitos secundarios vegetais e as vias que os insetos
utilizam para desintoxicacdo. Mao et al. (2007) mostraram que HD-RNAI poderia
tornar lagartas do algoddo mais susceptiveis ao gossipol. Os pesquisadores
identificaram uma citocromo P450 mono-oxigenase (CYP6AE14), expresso no
intestino e importante para o crescimento larval, que apresenta relagdo com
tolerancia ao gossipol. Larvas que se alimentaram de plantas transgénicas de

tabaco e Arabidopsis produzindo dsRNAs para CYP6AE14, apresentaram uma
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reducao do nivel do mRNA de CYP6AE14, o que levou a uma diminuicdo na taxa de
crescimento e maior sensibilidade ao gossipol. Mais pesquisas devem ser feitas para
determinar se HD-RNAi pode ser otimizado para condicbes de campo como
alternativa para a utilizacdo de inseticidas quimicos e da endotoxina Bt (Auer e
Frederik, 2009).

Recentes estudos sugerem que HD-RNAi também poderia oferecer protecao
contra nematoides parasitas de plantas (Fairbairn et al. 2007; Gheysen e Vanholme,
2007; Fuller et al. 2008). Yadav et al. (2006) mostraram que plantas de tabaco,
expressando dsRNA que tinham como alvo dois genes do nematodide Meloidogyne,
apresentaram resisténcia a Meloidogyne incognita. Huang et al. (2006) mostraram
que Arabidopsis expressando dsRNA para um gene essencial na interagdo planta-
parasita (16D10) resultou em resisténcia efetiva a quatro espécies, economicamente
importantes, de Meloidogyne.

Pouco progresso tem sido obtido na utilizagdo do RNAI para proteger culturas
de bactérias e fungos. Vias metabdlicas envolvendo pequenos RNAs s&o
importantes na resposta basal de defesa de plantas contra patégenos. No entanto,
alguns efetores bacterianos conseguem suprimir a ativagdo dessas vias durante o
ataque do patdgeno. Isso pode ser uma evidéncia de que, como 0s virus, as
bactérias tém evoluido para suprimir o silenciamento via RNA e conseguir infectar
plantas (Navarro et al. 2008). Ainda assim, Escobar et al. (2001) mostraram que o
silenciamento de dois genes bacterianos (iaaM e ipt) poderiam diminuir a formagéao

de galhas da coroa — causadas por Agrobacterium tumefaciens — em Arabidopsis.

2.2. Transformacéo de Soja

Trabalhos envolvendo transformagéo de soja surgiram nos anos 80, embora
ainda fosse uma técnica limitada de melhoramento genético devido a dificuldade de
regeneragdo de plantas férteis e a baixa infectividade dessa cultura por
Agrobacterium tumefaciens. Os primeiros trabalhos de sucesso envolveram a
utilizacdo de Agrobacterium para obter plantas regeneradas a partir de nés
cotiledonares (Hinchee et al. 1988) e o sistema de biobalistica para transformagao
de meristemas apicais do eixo embrionario (McCabe et al. 1988). A revisao abaixo é
baseada em Wildholm et al. (2010).
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2.2.1. Principais Metodologias

a) Sistemas de Transformacéao utilizando Organogénese

NO6s cotiledonares: O primeiro registro de transformagédo e regeneragao de

soja utilizou o tratamento de nos cotiledonares em suspensdo de Agrobacterium
tumefaciens (Hinchee et al. 1988). O sistema utilizando n6s cotiledonares representa
um dos dois principais métodos utilizados para a transformagao de soja. Por esse
método, sementes sdo germinadas em meio de cultura e os nds cotiledonares sao
preparados e feridos para permitir o acesso da Agrobacterium tumefaciens ao tecido,
o0 qual entdo da origem a multiplos brotos (Wright et al. 1986). A produ¢do de uma
massa proliferativa de brotos formados de novo é desejavel e as células iniciais que
ddo origem as esses brotos sdo o real alvo para transformagao. Depois da
inoculagdo com A. tumefaciens, os tecidos produzindo brotos sdo submetidos a uma
moderada selecdo, na qual os brotos transformados s&o selecionados. O
subsequente alongamento e enraizamento dos brotos é a fase final da regeneracéo
das plantas transgénicas (Widholm et al. 2010). Varios trabalhos utilizando esse
sistema ja foram relatados (Olhoft et al. 2003; Paz et al. 2004; Zeng et al. 2004,
Olhoft et al. 2006; Paz et al. 2006; Xue et al. 2006; Yi et al. 2006).

Noés primarios ou caulinares: Utilizando uma metodologia similar a que usa

nos cotiledonares, Olhoft et al. (2007) desenvolveram um sistema utilizando nés
axilares do caule como explantes para a transformacéao via A. rhizogenes. As etapas
seguintes sdo conduzidas da mesma forma que no sistema que utiliza nés

cotiledonares.

Bombardeamento de meristema apical (‘shoot tip’): Esta metodologia,

produziu o evento que originou a primeira geracdo da soja RR — Roundup Ready®.
Meristema apical do eixo embrionario € minuciosamente preparado e varios deles
sao submetidos a transformacgao. Atualmente, esta tecnologia tem sido utilizada com
bastante sucesso (Liu et al. 2004; Dang & Wei, 2007), destacando-se o protocolo
desenvolvido pela EMBRAPA (Aragao et al. 2000; Nunes et al. 2006; Rech et al.
2008).

b) Sistema de Transformacao de Culturas Embriogénicas
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Culturas embriogénicas de soja sao obtidas por meio de um cultivo preliminar
de cotilédones de embrides zigodticos imaturos em meio de cultura contendo altos
niveis de uma auxina sintética (2,4 — D). Altos niveis de auxina induzem a formagao
de embrides, mas inibem seu desenvolvimento. Quando a concentracdo de auxina €
reduzida, os embrides retomam seu desenvolvimento se estiverem em condicbes
adequadas de crescimento. Culturas embriogénicas em proliferacdo séo ideais para
a transformagao porque os novos embrides sdo formados na superficie apical de
embrides velhos (Finer, 1988) e sdo um alvo facil para a introdugdo de DNA. A
transformagdo de culturas embriogénicas € mais eficiente utilizando
bombardeamento de moléculas de DNA (Finer & McMullen, 1991; Sato et al. 1993;
Hadi et al. 1996; Stewart et al., 1996; Hazel et al. 1998; Ponappa et al. 1999;
Herman et al. 2003; EI-Shemy et al. 2004; Khalafalla et al. 2005; Kita et al. 2007).

c) VIGS (Virus-induced gene silencing)

Embora seja uma técnica de expressao transiente, ela pode ser muito util
para a caracterizacdo funcional de genes e promotores. Nagamatsu et al. (2007)
utilizaram o vetor viral CMV (Cucumber Mosaic Virus) — de ampla faixa de
hospedeiros — como carreador de uma sequéncia antisense para um mRNA da
chalcona sintase. A infeccdo de plantas ndo provocou sintomas caracteristicos da
presenca viral, mas as sementes, que eram marrons, ficaram amarelas indicando o
silenciamento dos genes que codificam a chalcona sintase. Meyer et al. (2009)
utilizaram VIGS para caracterizar funcionalmente uma sequéncia candidata ao gene

Rpp4 que confere resisténcia a ferrugem asiatica da soja.

2.2.2. Eventos de Transformacao de Soja de Importancia Agronémica

a) Resisténcia a herbicida

Inquestionavelmente a caracteristica econdmica mais importante, que ja foi
introduzida na soja € a resisténcia ao herbicida glifosato. Uma sequéncia de A.
tumefaciens, que codifica uma forma da enzima EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase) insensivel ao glifosato, foi isolada e inserida em soja utilizando
bombardeamento do meristema apical (McCabe et al. 1988) e a expresséo do gene

repérter gusA foi utilizado para a selegao visual da linhagem de soja resistente ao
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herbicida (Padgett et al. 1995). A EMBRAPA e a BASF desenvolveram em conjunto
uma variedade de soja resistente a imidazolinonas (Soja CV127), enquanto a
BAYER desenvolveu duas variedades resistentes a glufosinato de amoénio (Soja
Liberty Link - LL eventos A5547 — 127 e A2704 — 12). Os pareceres técnicos de
liberacdo para plantio dessas trés variedade no Brasil estdo disponiveis no site do
CTNBio (http://www.ctnbio.gov.br/index.php/content/view/12482.html).

b) Resisténcia a insetos

Stewart et al. (1996) relataram o primeiro evento de soja expressando um
“gene inseticida”. Eles bombardearam culturas embriogénicas com uma constru¢céo
contendo um gene sintético crylAC sob regulacdo do promotor 35S. A eficiéncia da
expressao da endotoxina Bt no controle de lagartas que atacam a soja tem sido
avaliada (Walker et al. 2000; Macrae et al. 2005; Miklos et al. 2007). Uma resisténcia
eficaz é alcangada, particularmente quando cruzamentos s&o utilizados para
piramidar esses eventos com genes de resisténcia ja encontrados em soja (Zhu et
al. 2008).

c) Resisténcia a doencas

O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, é uma séria
doenga da soja. Acido oxdlico é secretado pelo fungo como um fator de
patogenicidade que danifica o tecido vegetal. Entéo existe interesse na insergao de
um gene que codifica a oxalato oxidase que degrada acido oxalico a diéxido de
carbono e peréxido de hidrogénio. Plantas transformadas carregando um gene de
trigo que codifica uma oxalato oxidase, sob o controle do promotor 35S, mostraram
um nivel de resisténcia a S. sclerotiorum semelhante aquele apresentado por
cultivares naturalmente resistentes (Donaldson et al. 2001; Cober et al. 2003). Com
relacdo a doencas causadas por virus, ja foram obtidas variedades de soja
resistentes a BPMV (Bean Pod Mottle Virus) (Di et al. 1996) e a SMV (Soybean
Mosaic Virus) (Wang et al. 2001; Tougou et al. 2006).

d) Resisténcia a nematoides
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Ibrahim et al. (2010) utilizaram construgdes para HD-RNAIi de dois genes de
M. incognita — tyrosine phosphatase (TP) e mitochondrial stress-70 protein precursor
(MSP) — para transformar raizes de soja, via A. rhizogenes. Os genes alvo
apresentavam alta similaridade com genes do nematdide do cisto da soja
(Heterodera glycines) e o seu silenciamento reduziu fortemente (92% e 94,7%) a
formagdo de galhas durante a infeccdo por M. incognita. Essa metodologia
representa uma solugdo promissora para o desenvolvimento de variedades de soja

com ampla resisténcia a nematoides.
e) Composicao da semente

Algumas das primeiras transformacdes da soja foram feitas buscando a
alteracao da fragao 6leo da semente utilizaram culturas embriogénicas de forma que
as modificagcbes podiam ser quantificadas em embrides maduros, antes da
regeneragao da planta. Essas transformagdes buscaram um aumento do acumulo
de acido oléico nas sementes (Kinney, 1996; Buhr et al. 2002). O aumento do
conteudo de acido oléico aumenta a estabilidade oxidativa do 6leo, diminuindo a
necessidade de hidrogenagdo quimica do 6leo que leva a formagdo de acidos
graxos do tipo trans, cujo consumo esta associado a ocorréncia de doencgas
cardiovasculares (Wildholm et al. 2010).

Varios esforgos tém sido feitos para se manipular o conteudo de isoflavonas
em sementes de soja. Yu et al. (2003) utilizaram uma constru¢do com uma fus&o
dos genes que codificam os fatores de transcricdo C1 e R de milho dirigida pelo
promotor da B-faseolina que é semente-especifico. Plantas expressando esses
genes apresentaram um aumento de duas vezes no conteudo total de isoflavonas.

Acido fitico ou fitato € um composto de reserva de fosforo utilizado pelas
plantas durante a germinacdo de sementes, quando o fésforo é disponibilizado ao
embrido por meio da atividade de uma fitase endogena. Genes que codificam fitases
de fungos (Denbow et al. 1998), bactéria (Bilyeu et al. 2008) e soja (Chiera et al.
2004) tém sido introduzidos em soja na tentativa de reduzir os niveis de acido fitico.
A molécula de acido fitico apresenta carga liquida negativa e se liga fortemente a
ions metalicos como Ca, Fe, K, Mg, Mn e Zn tornando-os insoluveis e indisponiveis
como fatores nutricionais (Bohn et al. 2008). E, ainda, como a hidrélise do fitato

libera fosfato, inositol e micronutrientes que suportam o desenvolvimento do
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embrido, transgénicos expressando baixos niveis de fitato apresentam problemas
durante a germinagao.

Apesar de seu alto conteudo protéico, a soja apresenta deficiéncia em
metionina. A introdugdo em soja dos genes que codificam a zeina de 15kDa (Dinkins
et al. 2001) e y-zeina (Li et al. 2005) de milho resultou em ligeiros aumentos dos
conteudos de cisteina e metionina. Esse modesto aumento nos aminoacidos
sulfurados pode ser reflexo da baixa disponibilidade desses aminoacidos nas
sementes de soja. Recentemente, uma variedade transgénica de soja apresentando
altos niveis de triptofano livre foi desenvolvida por Ishimoto et al. (2010).

Herman et al. (2003) relataram o silenciamento génico da maior proteina
alergénica da soja (P34) por meio da cossupressao do gene que a codifica. A
composic¢ao, desenvolvimento, estrutura e ultraestrutura das sementes nao foram
alteradas, exceto pela remocao da P34.

Kinney et al. (2001) também promoveram a cossupressao dos genes que
codificam as subunidades a e o’ da pB-conglicinina. O conteudo protéico total nao foi
alterado visto que mais glicinina foi produzida nessas sementes. Quando uma
linhagem expressando um gene que codifica GFP foi cruzada com a linhagem
deficiente em B-conglicinina, o acumulo de GFP, que originalmente representava
1,6% passou a representar >7% do conteudo total de proteinas das sementes das
linhagens obtidas. Isso sugere que o rebalanceamento do proteoma pode ser
explorado para a produgdo de proteinas heterélogas em sementes de soja (Schmidt
e Herman, 2008).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Material vegetal

Neste trabalho foram utilizadas sementes de soja da variedade comercial
CAC-1, desenvolvida pela COOPADAP (Cooperativa Agropecuaria do Alto
Paranaiba LTDA). CAC-1 é uma variedade semi-tardia (ciclo de 126-145 dias), com
teor protéico de ~40%, habito de crescimento determinado, produtividade em torno
de 3360 kg/ha e resistente ao cancro da haste e a mancha olho-de-ra. Além disso,
essa variedade se mostra bastante responsiva a cultura de tecidos tanto para
indugdo de embriogénese somatica (Gesteira, 2002; Lima, 2005) como para

regeneracgao de brotos induzidos a partir de nés cotiledonares (Mendonga, 2010).
3.2. Plantio, coleta e desinfestacéao

Foram plantadas 3 sementes por vaso, cada um deles contendo trés litros de
solo previamente adubado. As plantas foram cultivadas em casa de vegetagao, sob
aquecimento controlado (27°C +2) e fotoperiodo de 14 horas de luz.

Apds o amadurecimento fisioloégico das sementes, vagens foram coletadas e
desinfestadas com etanol 70% (v/v) por 30 s e em solugéo de hipoclorito de sddio
1% acrescida de Tween 20 (0,01%) por 20 min. Em seguida, as vagens foram
lavadas com agua destilada estéril, secas e as sementes foram individualizadas e

mantidas em dessecador a 4°C até sua posterior utilizacao.

3.3. Esterilizacdo e germinacao das sementes

Sementes maduras foram superficialmente esterilizadas por 24 h utilizando
uma camara de gas cloro (Di et al. 1996).

As sementes esterilizadas foram inoculadas em meio de germinagdo (GM,
Tabela 01). As placas de Petri (90 X 15 mm) foram vedadas com filme plastico PVC
e mantidas a 26+1°C, sob um fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de 90
uE/mZ/S até que os cotilédones adquirissem coloracdo verde e as primeiras folhas

verdadeiras tivessem de 4 a 10 mm de comprimento (Olhoft et al. 2006).
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Tabela 1: Lista de componentes dos meios de cultura utilizados para a transformacdo de soja
utilizando nds cotiledonares como explante.

GM CCM SIM SEM RM
Sais MS - - - 1X -
Sais B5 1X 1/10X 1X - 1/2X
Fe-EDTA MS 1X 1X 1X 1X 1X
Vitaminas B5 1X 1X 1X 1X -
Mes 3 mM 20 mM 3 mM 3 mM 3 mM
Sacarose 2% 3% 3% 3% 2%
Gelrite® 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%
pH 5,8 54 5,6 5,6 5,6
BAP*' - 7,5 uM 7,5 uM - -
GAs*? - 0,25 mg.L™ - 0,5mg.L™" -
Acetosseringona* - 200uM - - -
L-Cisteina* - 8,8 mM - - -
Tiossulfato de Sodio* - 1 mM - - -
DTT* - 1 mM - - -
Glufosinato de Aménio* - - 0e3mglL’ 0e3mg.lL” -
Ticarcilina* - - 50 mg.L™ 50 mg.L™ -
Cefotaxima* - - 100 mg.L" 100 mg.L™ -
Vancomicina* - - 50 mg.L™ 50 mg.L™ -
Asparagina* - - - 50 mg.L’ -
Acido Piroglutamico* - - - 100 mg.L™ -
AIA*? - - - 0,1 mg.L™" -
Zeatina-ribosideo* - - - 1 mg.L" -
AlB** - - - 1 mg.L”

* Filtro-estéreis.

1. 6-benzil-aminopurina;

2. Acido Giberélico:

3. Acido 3-indol acético;
4. Acido 3-indol butirico

GM: Meio de Germinacéao

CCM: Meio de Co-Cultivo
SIM: Meio de Indugao de Brotos

RM: Meio de Enraizamento

SEM: Meio de Alongamento de Brotos

Sais MS: (Murashigue e Skoog 1962) Sais B5: (Gamborg et al 1968)
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3.4. Vetores de transformacéo e linhagem de Agrobacterium tumefaciens

O vetor pBBIAi (Barros 2006) foi inserido em Agrobacterium tumefaciens,
linhagem KYTR1 (Torisky et al. 1997) por meio de eletroporagdo (Sambrook et al.
1989) e utilizado para experimentos de transformacéao de soja. Esse vetor contém as
sequéncias invertidas do gene que codifica o inibidor de protease BBI do tipo A sob
o controle do promotor 35S (constitutivo). Foi utilizado uma construgcdo para
silenciamento de BBI-A porque, segundo Deshimaru et al (2004), BBI-A, em Glycine
soja, € duas vezes mais expreso que os outros tipos de BBI.

O estoque de A. tumefaciens, carregando o vetor binario, foi estriado em meio
YEP [peptona (10 g.L™"), NaCl (5 g.L"), extrato de levedura (5 g.L"), agar 1,5 %
(p/v), pH 7,0] contendo canamicina (50 mg.L™") e rifampicina (100 mg.L™"). A cultura
foi incubada em BOD a 28°C até a formacao de colbénias. No dia anterior ao preparo
dos explantes, uma col6nia foi inoculada em 200 mL de meio YEP liquido acrescido
de canamicina (50 mg.L™") e rifampicina (100 mg.L™") e crescida sob agitagdo (175
rom) a 28°C até que atingisse uma ODgoo de 0,8. Em seguida, a cultura foi divida em
aliquotas de 50 mL e as células foram concentradas por centrifugagao (3270 g/10
min/20°C), ressuspendidas em 25 mL de meio de co-cultivo (CCM, Tabela 01) e

incubadas a temperatura ambiente por 30 min antes da infecgao (Olhoft et al. 2006).

3.5. Preparo do explante e infeccao

Para a obtengao dos explantes, a raiz e parte do hipocétilo (3-5 mm abaixo do
no cotiledonar) foram excisadas e desprezadas. Os cotilédones foram separados por
meio de um corte vertical ao longo do hipocotilo e o epicétilo foi removido para que
houvesse quebra da dominancia apical e indugdo de novo da proliferacdo de
meristemas axilares. A regidao do ndé cotiledonar foi ferida por meio de cortes
realizados perpendicularmente ao hipocétilo e cerca de 50 explantes foram
incubados por 30 min em suspensao bacteriana (25 mL). Como o controle negativo
da transformacgao, os explantes foram incubados em 25 mL de meio de co-cultivo
liquido. Foram plaqueados 5 explantes por placa, com o lado adaxial voltado para
baixo, sobre papel filtro estéril em contato com meio de co-cultivo sélido. As placas
foram dispostas em pilhas de cinco, vedadas com filme plastico PVC e incubadas
por 5 dias no escuro a 26+1°C (Olhoft et al. 2006; Mendonga, 2010).
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3.6. Selecao e regeneracao de plantas

Apos o periodo de co-cultivo, papel filtro estéril foi utilizado para retirar o
excesso de A. tumefaciens dos explantes que, em seguida, foram embebidos
perpendicularmente em meio de indugcdo de brotos (SIM, Tabela 1) sem agente
seletivo de forma que o hipocdtilo e o tecido ferido ficavam submersos no meio.
Foram colocados 5 explantes por placa e estes permaneceram nesse meio por 10
dias. Apos este periodo, o hipocétilo dos explantes foi retirado e os cotilédones com
brotos foram sub-cultivados em meio SIM fresco, acrescido de 5 mg.L'1 de
glufosinato de amdnio (Finale®, Bayer SA), por 14 dias para a selegcdo de
transformantes (Olhoft et al. 2006). Os explantes controle foram sub-cultivados em
meio SIM fresco sem agente seletivo.

Apos 28 dias de cultivo em meio SIM, os cotilédones foram excisados, o
tecido morto foi retirado e os explantes foram transferidos para o meio de
alongamento de brotos (SEM, Tabela 1), contido em frasco do tipo Magenta®
(Sigma). Esse meio continha 3 mg.L™" de glufosinato de aménio no caso de
explantes transformados. Apds 14 dias, os explantes foram sub-cultivados em meio
SEM fresco sem agente seletivo enquanto houvesse brotos alongando. Novos
subcultivos em meio fresco foram feitos sempre que necessario (Olhoft et al 2006;
Mendonga, 2010).

Brotos alongados, saudaveis e vigorosos foram excisados e inoculados em
meio de enraizamento (RM, Tabela 1), contido em tubos de vidro (25 x 150 mm), até
que houvesse a formagdo de raizes (Olhoft et al. 2006), o que demorava,
aproximadamente, 10 dias (Mendonga, 2010).

Durante as etapas de selegcao e regeneragao, as placas, magentas e tubos
foram vedadas com Micropore® 3M. Todo o processo foi conduzido em sala de
cultivo a 26+1°C, sob um fotoperiodo de 16 horas de luz e uma irradiancia de 90

nE/m?/s.

3.7. Aclimatagé&o das plantas transformadas

Quando as plantulas apresentaram sistema radicular bem desenvolvido, elas

foram retiradas do meio de cultura e mantidas por 3 dias em copos plasticos de 100
mL contendo agua, cobertos com plastico e sob condi¢bes da sala de cultivo, ja
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descritas no item anterior. Em seguida, foram transferidas para copos contendo uma
mistura de substrato agricola e casca de coco (1:1). Elas foram mantidas por mais 5
dias em condigdes de laboratério em um sistema de prateleiras sob 16 horas diarias
de iluminagéo utilizando lampadas fluorescentes de 40W.

Posteriormente, as plantas foram transferidas para uma camara de vidro
fechada e mantidas sob um sistema de irrigacao artificial tipo nevoeiro, com
pulverizagdo de agua a cada 12 h por cerca de 8 dias.

Apos esse periodo, as plantas foram transplantadas para vasos com solo,
previamente adubado, e mantidas em casa de vegetagdo a 27+2°C sob um

fotoperiodo de 16 horas de luz até a produgao de sementes.

3.8. Andlise molecular dos transformantes

Para a analise dos transformantes, pequenas amostras de folha foram
coletadas e submetidas a extracdo de DNA de acordo com Doyle e Doyle (1990). O
conteudo de DNA foi estimado em espectrofotdmetro (Azso nm) € @ sua qualidade foi
verificada por eletroforese em minigéis de agarose 0,8%.

A identificacdo dos transformantes foi realizada por meio de reacdes de PCR,
utilizando os primers: 35SF: 5° CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 3’ e BBIAsense R:
5 GGCGGTACCTATCTGAACAGCGGCATTGA 3. Cada reagdao de amplificacao
continha 10ng de DNA genbmico; 2,0 uL de PCR Buffer 10X (Invitrogen); MgCl, 2,5
mM; 125 uM de cada um dos quatro dNTPs; 0,25 uM de cada primer e 0,5 U de
Platinum® Tagq DNA polimerase (Invitrogen), em um volume final de 20 pL. Os ciclos
de amplificacdo foram constituidos de uma etapa inicial de desnaturacéo a 94°C por
2 min seguida por 35 ciclos (94°C por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 45 s) e uma
ultima etapa de extensdo a 72°C por 2 min. Os produtos de amplificacdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0%, contendo 0,2 pg.mL™' de
brometo de etideo. O padrdo de bandas foi visualizado sob luz ultravioleta e

fotodocumentado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os experimentos de transformacgao foram utilizados o clone pBBIAi que
foi inserido com sucesso na linhagem KYRT1 de Agrobacterium tumefaciens. Em um
estudo comparativo Meurer et al. (1998) avaliaram a viruléncia de diferentes
linhagens de Agrobacterium em explantes de soja e a linhagem KYRT1 foi
considerada mais virulenta que outras linhagens que séo frequentemente utilizadas
na transformacéao de plantas, como a EHA105 e a LBA4404.

Foram realizados 12 experimentos utilizando o vetor pBBIAi. Cada
experimento foi constituido de 200 explantes — 150 expostos a Agrobacterium e 50
controles. As sementes utilizadas para germinagdo foram desinfestadas
eficientemente em camara de gas cloro. Segundo Paz et al. (2004) a desinfestacao
a seco (camara de gas cloro) é eficiente para sementes produzidas em casa de
vegetacdo ou em condi¢gbes de campo.

Os explantes foram preparados a partir de plantulas de soja de 8 dias de
germinagao (Figura 1A) e feridos na regido do no cotiledonar (Figura 1B). Apds a
infeccdo com Agrobacterium e o periodo de co-cultivo (Figura 1C), a producdo de
novo de brotos foi induzida por 14 dias em meio de cultura sem agente seletivo.
Esse periodo de espera, antes de iniciar a selecéo, foi importante para a inducéo de
brotos a partir dos explantes submetidos ao processo de transformacéao (Figura 1D)
(Olhoft et al. 2003). A etapa de selecéo foi iniciada transferindo-se os brotos para o
mesmo meio de inducdo, agora contendo 5 mg.L™ de glufosinato de aménio. Apds
mais 14 dias, os brotos ja apresentavam folhas amareladas. De acordo com Zeng et
al. (2004) a utilizacdo de uma alta concentragao de agente seletivo nos primeiros
dias de selecdo reduz bastante a sobrevivéncia de plantas parcialmente
transformadas (quimeras).

Todos os brotos foram transferidos para o meio de elongagdo contendo o
agente seletivo na mesma concentragao (Figura 1E). Apds 28 dias nesse meio, os
brotos sensiveis ao glufosinato de amoénio ja estavam completamente necréticos
(Figura 1F) e os potencialmente resistentes apresentavam algumas partes verdes
(Figura 1G).
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Figura 1: Etapas da transformacdo de ndés cotiledonares de soja. Germinagao (A),
preparo do explante (B), co-cultivo com A. tumefaciens (C), indugdo de brotos (D),
alongamento dos brotos (E), broto potencialmente transformado (F), brotos sensiveis a
glufosinato de aménio completamente necréticos (G), enraizamento (H) e aclimatacéo (1, J).
Barra: (A,C,D,E,Hel=1cm), (B,Fe G=5mm).
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Os brotos que conseguiram alongar foram, entdo, submetidos a condi¢des de
enraizamento. Cerca de 8-10 dias foram suficientes para o desenvolvimento de
raizes saudaveis (Figura 1H) e as plantulas, entdo, aclimatizadas em sala de cultivo
(Figura 11) e depois em casa de vegetacao (Figura 1J).

Para o sistema de selecdo envolvendo higromicina B, as plantulas que
conseguem desenvolver raizes nao apresentam dificuldade de se estabelecer como
plantas transgénicas férteis (Olhoft et al. 2003). Para sistemas que utilizam selegéo
baseada em glufosinato de amoénio essa correlagdo nao foi relatada e, neste
trabalho, ndo observamos nenhuma relacdo entre enraizamento e estabelecimento
em casa de vegetacgao.

Nos experimentos utilizando o clone pBBIAi, 1800 nds cotiledonares foram
transformados, 16 brotos alongaram e desses, 11 desenvolveram raizes. Sete
plantulas foram aclimatizadas e, posteriormente, estabelecidas em casa de
vegetacao. Os eventos foram denominados CB1, CB2, CB3, CB4, CB5, CB6 e CB7.

Pequenas amostras de folhas foram coletadas de todos os eventos e a
extragdo de DNA foi realizada com sucesso. As reagdes de PCR positivas geraram
um amplicon esperado de ~1000 pb. Trés eventos — CB2, CB5 e CB6 -
apresentaram as bandas de tamanho esperado (Figura 2), o que representa uma
eficiéncia de transformacao inicial de 0,16%. A baixa eficiéncia e alta frequéncia de
escapes estdo de acordo com relatos de alguns trabalhos que utilizaram um sistema
de selecao baseado em glufosinato de aménio (Zhang et al. 1999; Olhoft et al. 2001;
Paz et al. 2004). Todas as plantulas que constituiram a TO apresentaram
desenvolvimento fragil, maturagao fisiolégica precoce e quase nenhuma produgéo
de sementes. Além disso, as sementes apresentaram aspecto fenotipico anormal:
elas eram bem pequenas e com tegumento enrugado. Por isso, todos os esforgos
foram direcionados para a multiplicacdo dessas sementes e nenhuma analise
molecular adicional foi feita.

Nos cotiledonares sdo os explantes mais utilizados para a transformacao de
soja mediada por Agrobacterium tumefaciens. Uma das maiores vantagens
apresentadas por esses explantes € sua a facilidade de propagacdo (Ma e Wu,
2008). Varias adaptagdes tém sido feitas nesse protocolo para aumentar a eficiéncia
de transformacdo (Clemente et al. 2000; Olhoft et al. 2001; Paz et al. 2004).

Entretanto, a frequéncia na obtencdo de soja transgénica ainda permanece muito
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pequena devido principalmente a: (i) ineficiéncia na transferéncia do T-DNA da A.
tumefaciens para as células da regido do né cotiledonar; (ii) ineficiéncia na selecéao
de células transgénicas em proliferagao; (iii) dificuldades na regeneragao das plantas
(Olhoft et al 2003).

Figura 2: Anélise molecular dos eventos transformantes por PCR. Nas duas primeiras
canaletas estdo aos controles positivo (+) e negativo (-) € os numeros de 1 a 7 indicam as
sete plantas aclimatadas. As setas apontam o amplicom de interesse (~1000 pb) e M se
refere a uma marcador de 100 pb (INVITROGEN).

A eficiéncia na transferéncia do T-DNA tem sido melhorada com a utilizacéao
de linhagens supervirulentas de A. tumefaciens e a adicdo de compostos tiol ao
meio de co-cultivo. Compostos tiol, como DTT, L-cisteina e tiossulfato de sdédio,
quando adicionados ao meio de co-cultivo, inibem as respostas de defesa induzidas
por ferimentos e patégenos aumentado a capacidade de transformagédo da A.
tumefaciens (Olhoft et al. 2001). Além disso, esses compostos inibem a necrose e a
morte celular que séo induzidas pelo ferimento na regido do n6 cotiledonar.

Uma estratégia de selecao efetiva € muito importante para o desenvolvimento
de um sistema de transformacao. A efetividade do sistema de selegdo depende de
muitos fatores incluindo o tipo de tecido, o tamanho do explante, propriedades

quimicas e concentragdo do agente seletivo e o tempo de selegcao (Bowen, 1993).
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Os principais marcadores de selegao utilizados em sistemas baseados em nos
cotiledonares que produziram plantas transgénicas sao o gene bar que codifica a
fosfinotricina acetil transferase (PAT) (Zang et al. 1999; Paz et al. 2004; Zeng et al.
2004; Paz et al. 2006) e o gene htp que codifica a higromicina fosfotransferase
(HTP) (Olhoft et al. 2003; Liu et al. 2008).

O herbicida glufosinato de aménio (fosfinotricina), é estruturalmente similar ao
L-glutamato, substrato da glutamina sintetase (GS) e atua como um inibidor da GS.
A GS catalisa a conversado de glutamato em glutamina, removendo amdnia livre da
célula. Essa enzima tem um papel essencial ho metabolismo de nitrogénio e na
regulacao da assimilagdo da amodnia. Quando GS é inibida, o acimulo de ambénia
associado com a desestruturacdo dos cloroplastos promove a inibicdo da
fotossintese e a morte celular. A acetilagao do herbicida pela enzima PAT impede a
sua ligacdo com GS e, consequente, a inativagao desta enzima (Aragao et al. 2002).
Ja a enzima HTP catalisa a fosforilagdo da higromicina e a inativa. Quando ativa, a
higromicina ocupa o sitio de ligagdo ao ribossomo do fator de elongagdo 2 (EF2)
interrompendo a sintese de proteinas em células procaridticas ou mitocdndrias e
cloroplastos em células eucaridticas. Na presenca do antibiético, o tecido vegetal
apresenta clorose causada pela inibicdo da sintese de clorofila e do crescimento
(Aragao et al. 2002). As diferengas nos modos de ag&do dos agentes seletivos e de
sua desintoxicacdo podem explicar a maior eficiéncia de selecdo quando se utiliza
higromicina B, especialmente quando se considera o tamanho da regido produtora
de brotos que se forma na regido do né cotiledonar (Olhoft et al. 2003). Como a
higromicina B é um antibiético potente que inibe o alongamento do peptideo, células
transformadas nao provéem as células ndo-transformadas com metabdlitos que
possam sobrepor o efeito do agente seletivo, o que pode ocorrer quando se utiliza
selecdo com glufosinato de aménio (D’Halluin et al. 1992). O regime de selecao
baseado em glufosinato de amoénio resulta em morte lenta dos brotos nao
transformados, indugédo de calos nos explantes, alta frequéncia de escapes (plantas
nao transformadas que sobrevivem a seleg¢ao) e brotos cloréticos com crescimento
lento. A rapida morte celular dos brotos sensiveis a higromicina permite o
crescimento e o desenvolvimento de brotos saudaveis e resistentes, o que aumenta
a eficiéncia de transformagéo e probabilidade da produgao de plantas transgénicas
férteis (Olhoft et al. 2003).
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No entanto, apesar de mais eficiente, a estratégia de selegcao baseada em
higromicina é vista com restricbes quando o objetivo € a obtengao de variedades
para liberacdo ao mercado. Isso por causa da possibilidade, embora pequena, da
transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos para a microbiota no
ambiente. No Brasil, por exemplo, as quatro variedades transgénicas liberadas para
plantio apresentam marcas de selegcdao baseadas em herbicidas - GTS 40-3-2
(Tolerante ao Glifosato), Soja CV 127 (tolerante a herbicidas do grupo quimico das
imidazolinonas), Soja A 5547-127 (tolerante a Glufosinato), Soja A 2704-12

(tolerante a Glufosinato) (http://www.agricultura.gov.br).

Mesmo com todas essas modificagdes, a frequéncia de regeneracao de
brotos ainda permanece baixa e o periodo de regeneracdo muito longo (Ma e Wu,
2008). A produgédo de plantas transgénicas férteis requer um curto periodo de
regeneragao (Liu et al. 2004). A principal causa desses problemas durante a
regeneragao pode ser devido principalmente ao preparo do explante. Antes da
infeccdo bacteriana, € necessario que a regido do no6 cotiledonar seja ferida para
que haja a liberagcdo dos compostos fendlicos indutores das fungbdes vir da
agrobactéria (Villemont et al. 1997) e ocorra a desorganizagao tecidual estimulando
a inducao de novo de brotos proxima a superficie das regides feridas (Wright et al.
1986) e promovendo acesso as células alvo (Olhoft et al. 2003). Assim, as células
danificadas rapidamente se desdiferenciam em calos quando expostas a altas
concentracdes de BAP, o que acontece quando os explantes s&o transferidos para o
meio de indugcao de brotos. Calos em proliferacdo podem competir com os
meristemas axilares na absor¢cdo de nutrientes, comprometendo a capacidade de
regeneragao dos brotos.

Considerando todas estas questbes, pode-se concluir que o sistema adotado
no presente trabalho é adequado, no entanto, para trabalhos futuros, modificagcbes
relacionadas principalmente ao processo de selegao e ao tempo de regeneragao dos

brotos transformados devem ser consideradas e refinadas.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel transformar nés cotiledonares e induzir e alongar brotos a partirs
dos mesmos. Sete plantas foram regeneradas e aclimatadas: 3 transformadas
e 4 escapes;

As trés plantas transformadas apresentaram desenvolvimento fragil,
maturagao fisioldgica precoce e quase nenhuma produgdo de sementes. E,
ainda, as sementes produzidas apresentaram aspecto fenotipico anormal.
Para futuros experimentos de transformagdo, modificacbes no sistema de
selecdo e no tempo de regeneragao dos brotos transformados devem ser

consideradas e refinadas.
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