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Resumo

No Brasil a soja € um dos principais produtos da economia naciona refletindo em varios
setores da sociedade, principa mente agueles que possuem renda diretamente relacionada aos
complexos de producdo, transporte, e comercializagdo, movimentando cerca de US$ 50
bilhGes anuais, a0 longo da extensa cadeia produtiva. Apesar dos aspectos positivos
relacionados a cultura, estresses abioticos como a seca tem afetado constantemente a cultura
da soja no pais, reduzindo os rendimentos. Em resposta ao déficit hidrico as plantas
desencadeiam um complexo de mecanismos de respostas em nivel, molecular, fisioldgico e
morfologico. Em nivel molecular, a expressdo de uma série de genes tem sido demonstrada
em resposta ap déficit hidrico. O produto desses genes pode ser classificado basicamente
dentro de dois grupos. agueles que atuam diretamente na protecdo celular e aqueles que
regulam a expressdo e a transmisséo de sinais em resposta a0 estresse. Em particular, uma
familia de fatores de transcricdo em Arabidopsis thaliana conhecida como DREB
(Dehydration Responsive Element Binding) ou CBF (C-Repeat-Binding factor) tem sido
estudada. A proteina DREB1A é um fator de transcricdo responsavel pela ativagdo de uma
série de genes envolvidos na defesa celular contra a desidratagdo, que ocorre quando plantas
s80 submetidas a seca, frio e/ou sadlinidade. A insercdo do vetor de expressdo contendo a
proteina DREB1A e o promotor rd29A, estresse-induzido, ambos de A. thaliana, tem
permitido o aumento da tolerancia a seca em varias espécies como arroz, trigo, tabaco e A.
thaliana. Visando a obtencdo de gendtipos de soja geneticamente modificada para tolerdncia a
seca, os vetores de expressdo pBIG rd29A:DREB1A e pBIrd29A:GUS foram inseridos em
embrides de soja pela técnica de biobalistica. Através desse processo de transformacao, foi
possivel introduzir as construcdes rd29A:DREB1A e rd29A:GUS em soja, com uma
eficiéncia aproximada de 1,8%. A estabilidade de transmiss&o do transgene foi confirmada na
geracdo R1. Andlises histoquimicas com GUS permitiram identificar a indugdo do promotor
rd29A em tecido foliar sob condi¢bes de desidratacdo celular e verificar a eficiéncia do
processo de transformagéo em embrides, ambos transformados com a construcéo rd29A:GUS
O uso datécnica de PCR em tempo real, permitiu detectar ainducdo do promotor rd29A de A.
thaliana em foliolos de plantas de soja transformadas com a construcdo rd29A:DREB1A
submetidas a tratamento de desidratacdo celular, assm como, aumento do fator de transcricéo
AtDREB1A. Esses resultados indicam que o promotor rd29A de A. thaliana € ativado em soja
em condicbes de desidratacdo celular, promovendo a expressdo do fator de transcricéo
AtDREB1A. Andlises sobre o aumento do nivel de expressdo de genes ativados por
AtDREBI1A e de tolerancia ao déficit hidrico em soja estéo sendo iniciadas.

Palavras-chave: Seca, fator de transcricdo, expressdo génica, biobalistica, PCR em tempo real.



Abstract

Soybean is one of the most important crops for Brazilian economy, reflecting its importance
in many sectors, mainly in those directly related to the production complex, transport, and
commercialization, stroking US$ 50 billions annually. In spite of these positive aspects,
abiotic stresses such as drought have affected Brazilian soybean production by causing
significant yield losses. In response to drought stress, plants trigger a range of mechanisms
responses at molecular, physiological, and morphological levels. The expression of several
genes has been demonstrated to be activated by drought stress. The product of these genes can
be classified into two groups basicaly: those which act directly in cell protection, and those
that regulate the expression and transduction of stress-response signals. One family of
transcription factors have been extensively studied in Arabidopsis thaliana. This family is
known as DREB ([Dehydration Responsive Element Binding) or CBF (C-Repeat-Binding
factor). The DREB1A protein is one of the transcriptions factors responsible for activation of
genes involved in cellular defense to drought stress, which occurs when plants are submitted
to drought, freezing, or salinity. The insertion of the DREB1A gene and the (stress-inducible)
promoter, rd29A from A. thaliana, has alowed an increase in drought tolerance in some
species such as rice, wheat, tobacco, and A. thaliana. Aiming to obtain soybean genotypes
genetically modified to drought tolerance, in the present work the expression vectors
containing rd29A:DREB1A and rd29A: GUS were inserted into soybean embryos by biolistic
technique. Using this transformation process, it was possible to introduce both constructions
in soybean with an efficiency of 1.8%. The stability of inheritance for these transgenes was
confirmed in T1 generation. Histochemical analyses with GUS lead to the identification of the
induction of rd29A promoter in leaf tissue under cellular dehydration conditions, as well as
the confirmation of the transformation efficiency when using rd29A: GUS construction. Real-
time PCR technique was used for detection of induction of rd29A promoter of A. thaliana in
leaflets of soybean plants transformed with rd29A:DREB1A construction when submitted to
the cellular dehydration treatment, as well as for detection of an increase in the expression of
the transcription factor, DREB1A. These results indicate that the promoter rd29A of A.
thaliana is activated in soybean in cellular dehydration conditions, promoting the expression
of the transcription factor DREB1A. Analyses on the raise in the expression level of genes
activated by DREB1A and the drought tolerance itself have been recently initiated.

Key words. drought, transcription factor, gene expression, biobalistic, Real-time PCR.



1. Introducéo

Previsdes ambientais sinalizam para 0 aguecimento globa nas proximas
décadas e situagdes de secas, muito provavelmente, acompanhardo esse evento (Nepomuceno
et al., 2001).

De acordo com informagbes globais geradas pela FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) em junho de 2005, paises como Botswana,
Cuba, Mogambique, Swaziland, Kenya, Zambia, Malawi e Zimbaue, apresentam perspectivas
desfavoraveis para colheitas de culturas devido & seca. Na Asia, as secas severas provocaram
perdas em diversos paises, principalmente a Tailandia, Vietnd, Cambodia, China, e Laos. No
Caribe e América Latina, paises como Cuba e Haiti foram seriamente afetados por um periodo
de seca prolongada, promovendo um declineo na producdo de culturas importantes. Também
na Europa, foi prevista uma redugdo na producdo de cereais, devido a seca que persistiu na
Espanha e Portugal. Um dos paises atingido continuamente por eventos relacionados a seca €
a Austrdia (Australian Government- Bureau of Meteorology, 2005). Em 2005, as colheitas de
cereais ficaram abaixo da média devido as secas que persistiram durante o periodo de plantio
(FAO, 2005).

No Brasil a soja € um dos principais produtos da economia nacional
refletindo em varios setores da sociedade, principalmente aqueles que possuem renda
diretamente relacionada aos complexos de producdo, transporte, e comercializagdo (Bonato e
Bonato, 1987) movimentando cerca de US$ 50 bilhfes anuais, ao longo da extensa cadeia
produtiva. Somente 0s ingressos gerados pelas exportacdes contribuem com mais de US$ 10
bilhdes anuais (Embrapa, 2005). O pais atua como o segundo maior produtor mundial de soja
com 51,7 milhGes de toneladas produzidas na safra 2004/2005. Em 2004 o superavit do

agronegocio brasileiro ficou em US$ 34 bilhdes (Agéncia de Noticias Brasil Arabe -ANBA,



2005) e somente no primeiro trimestre de 2004, registrou-se saldo recorde de US$ 6,62
bilhdes, demonstrando um aumento de 44,7% em relacdo ao mesmo periodo em 2003 com um
acréscimo sobre o vaor exportado superior a US$ 500 milhdes (Confederacdo da Agricultura
e Pecuéria do Brasil - CNA, 2004). Dados da Companhia Nacional do Abastecimento
(CONAB) estimam uma safra em 2005/06 de 58 milhdes de toneladas, superando entre 11,0%
e 14,6% a safra de 2004/2005.

Apesar dos aspectos positivos relacionados a cultura de soja no Brasil,
estresses abidticos como a seca sempre afetaram a cultura da soja no pais, reduzindo os
rendimentos especialmente durante a fase reprodutiva. Em safras passadas, como em 1977/78
e 1978/79, a seca ocorrida nos trés estados do sul diminuiu a colheita em aproximadamente
7,2 milhdes de toneladas de gréos de soja (Farias et a., 1993). Recentemente na safra
brasileira 2003/04 foram produzidas 120,1 milhdes de toneladas de gréos, uma reducéo de
2,5% em relacdo as 123,1 milhdes de toneladas colhidas no ano agricola 2002/03. De janeiro
a abril de 2004, a escassez de chuvas nos estados do Sul causou uma perda, somente no
Parana, de aproximadamente 1,9 milhes de toneladas. J4 0 Rio Grande do Sul foi o mais
atingido com uma quebra de 4,1 milhdes de toneladas de soja, respondendo pela reducéo de
47,8% da produtividade da safra no estado. Na regido Centro-Oeste, as perdas foram
caculadas em 3,4 milhGes de toneladas gréos, sendo 2,1 milhdes de toneladas de soja
(CONAB, 2004).

A safra seguinte 2004/ 2005 também foi marcada por condigdes climéticas
muito severas. A caréncia de chuva ocasionou perdas maiores em relagdo a safra anterior. No
inicio da safra de 2004, havia uma expectativa de producdo de 134,9 milhdes de toneladas.
ApGs a falta de chuvas que seguiu nos meses de janeiro e fevereiro, a estimativa caiu para
119,5 milhdes de toneladas, contabilizando-se um prejuizo de cerca de 15,5 milhdes de

toneladas. No Rio Grande do Sul, onde os danos foram maiores, constataram-se perdas da



ordem de 6,4 milhdes de toneladas. No Parang, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul e Goiés, a
sojafoi a cultura mais prejudicada, com perdas respectivas de: 2,8 milhdes de toneladas, 280
mil toneladas e 1,2 milhdes de tonel adas, respectivamente (IBGE, 2005).

O déficit hidrico provoca ateracbes no desenvolvimento vegeta cuja
irreversibilidade depende do gendtipo, da duragdo, da severidade e do estadio de
desenvolvimento da planta em que ocorre o0 estresse, podendo assim, afetar negativamente os
niveis de producédo global. Em condic¢Bes de campo, as plantas sdo constantemente, expostas a
diferentes tipos de estresses ambientais como a seca, resultando em uma série de mudancas
morfoldgicas, fisiologicas e bioguimicas, que sdo induzidas pela planta em resposta ao
estresse ambiental visando aumentar a capacidade da planta em tolerar o estresse (Bray,

1993).

Existem dternativas para reduzir a deficiéncia hidrica como o uso da
irrigacdo. Entretanto, alguns fatores de ordem econbmica e, principamente, a baixa
disponibilidade de recursos hidricos, constituem-se como sérios obstaculos para a aplicacéo
dessa solucdo em larga escala (Boyer, 1996). Outra possibilidade é o desenvolvimento de
cultivares mais adaptadas. No entanto, dificuldades surgem para o melhorista, na
guantificagdo das respostas da planta, ora por falta de metodologia de avaliagdo adequada, ora
pelainstabilidade e intensidade de ocorréncia do déficit hidrico em condi¢fes de campo (Scott
e Fischer, 1993). Além disso, considera-se a tolerancia a seca como uma caracteristica
poligénica e dificil de ser trabahada somente pelo melhoramento genético convencional

(Beever, 2000).

Com o desenvolvimento de técnicas de biotecnologia, estd se tornando
possivel ndo sO identificar fisicamente todos os genes envolvidos em uma determinada
resposta fenotipica, mas também isolar com precisdo as sequéncias de DNA responsaveis por

determinada caracteristica. As técnicas de engenharia genética aliadas a técnicas de



transformagdo vegetal, tém permitido aterar a composi¢do de componentes individuais de
plantas no sentido de aumentar as defesas contra estresses bidticos e abidticos, indo aém do

gue se consegue através de préticas de melhoramento convencional.

A transformagdo genética de plantas € um passo crucial ha manipulacéo
génica e uma importante ferramenta que poderd contribuir para o problema de déficit hidrico,
a partir da obtencéo de plantas transformadas com a caracteristica de tolerancia a seca. Muitos
métodos de transformacdo estdo disponiveis, destacando-se o sistema via Agrobacterium
tumefaciens e a técnica de biobalistica (Aragéo et al., 2000; Aragdo, 2002), utilizados na
insercdo de genes envolvidos em resposta a desidratacdo. O produto desses genes pode ser
dividido em dois grupos. agueles que atuam em resposta direta ao déficit hidrico e aqueles
gue regulam a expressdo de genes e atuam na transmissdo de sinais em resposta ao déficit

hidrico (Oono et & ., 2003).

Em resposta a estresses como a seca, as plantas ativam mdltiplas vias de
sinalizagdo que induzem a transcricéo de varios genes levando a uma série de respostas de
defesa em niveis celular, fisiolégico e agronémico. Um grande numero de fatores de
transcricdo € encontrado no genoma de plantas e somente em Arabidopsis thaliana
aproximadamente 5,9% do genoma codifica mais de 1500 fatores de transcricdo (Riechmann
et a., 2000). A exemplo desses fatores de transcricdo, uma familia multigénica nomeada
DREB (Dehydration Responsive Element Binding) ou CBF (C-repeat Binding Factors),
controla a expresséo de diferentes genes como, rd29A, rd17, cor6.6, cor15a, erdl0, kinle
kin2 envolvidos na toleréncia a estresses ambientais, como seca, sainidade e frio (Gilmour et
al., 1998; Yamagushi-Shinozaki, 2000). O produto desses genes ativado pela proteina
DREB1A pode ser classificado em dois grupos. 0 primeiro grupo incluiria as proteinas
semelhantes as proteinas LEA, proteinas anticongelamento, proteinas hidrofilicas, enzimas

necess&rias a0 metabolismo de aglcares (por exemplo, galactinol sintase) e inibidores de



protease. O segundo grupo conteria fatores protéicos (fatores de transcricdo, enzimas
envolvidas no metabolismo de fosfolipidios, etc) envolvidos na regulacdo da expressao de

genes de defesa, como por exemplo, proteinas do primeiro grupo (Oono et al., 2003).

A introducdo do fator de transcricdo DREB1A em A. thaliana dirigido pelo
promotor 35SCaMV (cauliflower mosaic virus) ou o promotor do gene rd29A, resultou em
aumento nos niveis de expressdo de genes estresse-induzidos pela proteina DREB1A, como,
rd29A, rd17, cor6.6, cor15a, er10 e kinl, resultando em tolerancia ao frio, salinidade e déficit
hidrico (Kasuga et a, 1999). Entretanto, a expressdo constitutiva do fator de transcricéo
DREB1A dirigido pelo promotor 35S promove retardo ao crescimento mesmo em condicgdes
normais, mas esse efeito pode ser reduzido pelo uso do promotor rd29A estresse induzido
ativado apenas durante condi¢bes de déficit hidrico como verificado em plantas de A.

thaliana, tabaco e trigo (Kasugaet al., 1999; Hsieh et al., 2002; Kasuga et a., 2004).

A utilizac8o de técnicas de transformac&o genética na introducéo de genes e
a utilizagdo de estratégias moleculares pela engenharia genética de rotas metabdlicas
agronomicamente importantes, tem demonstrado ser uma alternativa para o desenvolvimento
de variedades mais tolerantes a seca. A introducdo da construcdo rd29A:DREB1A em soja
através da técnica de biobalistica pode ser uma estratégia eficaz na obtencdo de gendtipos de

sojamais tolerantes ao déficit hidrico.



2. Revisdo deLiteratura

2.1 Mecanismos de resposta ao déficit hidrico em plantas

2.1.1 M ecanismos mor fol 6gicos e fisiol 6gicos

O déficit hidrico pode ser definido como a reducdo de &gua de um
determinado tecido ou célula, que os coloca abaixo do contelido de &gua exibido para a
manutencdo normal das funcdes biol dgicas que ocorrem no estado de maior hidratagdo (Taiz e
Zeiger, 2004). Essa reducdo afeta consideravelmente, o crescimento e a produtividade das
plantas reduzindo a biomassa de raizes, caules, folhas, flores e frutos. O déficit hidrico,
originado por esta reducdo no teor de agua em células, 6rgdos e tecidos, promove uma
reducdo na expansdo celular, condutancia estomética, fotossintese e, consegientemente, no
acumulo de matéria seca (Kizis et a., 2001). Pimentel e Perez (2001) relataram que varios
mecanismos permitem aos vegetais tolerar a falta de agua em maior ou menor intensidade,
sendo a adaptacdo a seca uma caracteristica multigénica e, portanto, influenciada por vérias
caracteristicas fisiol 6gicas, morfol bgicas, anatémicas e moleculares.

As plantas quando submetidas & seca, apresentam alguns mecanismos de
adaptacdo que previnem a perda de &gua para o ambiente e mantém sua hidratacdo. Um
aspecto importante a ser destacado € o que ocorre nas folhas, como areducéo na éreafoliar; ja
gue com uma area menor a planta transpira menos, conservando, efetivamente, um
suprimento de &gua limitado no solo por um periodo mais longo. Durante o déficit hidrico o
fechamento dos estématos limita a transpiragdo, adterando também a temperatura da folha. A
manutencdo da temperatura foliar dentro de faixas que permitam que as atividades
metabdlicas sgjam mantidas exige a evaporacdo de grandes quantidades de agua. Por isso, as

adaptacOes que esfriam as folhas, por outros métodos além da evaporagdo, como mudancgas no



tamanho, cor, rugosidade e orientagdo das folhas, sdo também efetivas na conservacéo de
&gua. Ja fatores indiretos que alteram a intercep¢do da radiagdo sdo a murcha, que atera o
angulo da folha e o enrolamento foliar, que minimiza a superficie exposta ao sol (Taiz e
Zeiger, 2004).

Além disso, 0 desenvolvimento de um sistema radicial mais profundo,
melhor adaptado para a captagdo mais constante de &gua, permite a planta tolerar o déficit
hidrico moderado. Segundo Javot e Maurel (2002) raizes expostas alongos periodos de déficit
hidrico podem responder através de alteragdes anatdmicas e de crescimento, os quais induzem
mudangas na capacidade de transporte de agua. Antes dessas mudancgas ocorrerem, alteracoes
na permeabilidade das raizes podem ser observadas. Proteinas de cana de &gua, como as
Aquaporinas, encontradas nas membranas celulares de raizes, tém sido correlacionadas com
esses gjustes no transporte de agua (Maurel, 1997; Martre et al., 2002).

As bases fisioldgicas de tolerdncia & seca em vérias espécies sdo muito
similares. A resposta inicial, a diminuicdo da &gua contida no solo, promove a reducéo da
conduténcia estomdtica, possibilita manter o potencial de &gua nas folhas, aumentar a
eficiéncia no seu uso, otimizando o ganho de carbono em periodos de seca. Durante o déficit
hidrico, a reducdo do turgor celular e 0 aumento da concentracdo de solutos em folhas, pode
indicar a ocorréncia de gjuste osmético ativo. Um dos mecanismos de osmoregulagdo bem
conhecido € o aumento na concentracdo de prolina, que pode ocorrer paralelamente ao
aumento da atividade da enzima nitrato redutase, sugerindo que solutos compativeis podem
contribuir para a manutencdo da atividade daenzima (Arndt et al., 2001).

Liu et a. (2003) pesquisaram os mecanismos fisiolégicos pelos quais o
abortamento de vagens é regulado em soja e verificaram que a seca diminui a taxa
fotossintética e o potencia de &gua em folhas, flores e vagens. Como consegiiéncia do déficit

hidrico, as concentragdes de sacarose e amido diminuem em folhas e ocorre 0 aumento na



concentracdo de hexose. A alta taxa degradacéo de sacarose e amido deve-se a0 aumento na
atividade de enzimas como, amilase e sacarose sintase, em folhas, durante periodos de déficit
hidrico promovendo o ato nivel na concentragdo de hexose (glicose + frutose). Essa
acumulacdo de hexose em folhas, em situacBes de déficit hidrico, pode contribuir para a
manutencdo do turgor celular sendo parte de uma estratégia de aclimatagdo durante o etresse.
Entretanto, a baixa disponibilidade de fotossintatos, como sacarose e amido, em folhas,
resulta em uma diminuicdo no fluxo de carboidratos de folhas para vagens. Para o
desenvolvimento de vagens € necessaria a clivagem de sacarose em hexose pela enzima
sacarose sintase, pois a dta taxa de hexose parece favorecer a divisdo celular durante o
desenvolvimento reprodutivo. A inibicdo de sacarose para hexose pode inibir a divisdo celular
em Ovulos jovens e paredes de vagens levando a supressao do crescimento e eventualmente o
abortamento de vagens. Durante a seca a atividade da enzima sacarose sintase € inibida em
estruturas reprodutivas, promovendo um conseqiente acimulo de sacarose em estruturas
reprodutivas.

Em tratamentos de seca, constatou-se que O crescimento de vagens
diminuiu, coincidindo com a diminuicdo da concentragdo de hexose. A baixa disponibilidade
de fotossintatos em folhas e a incapacidade de vagens em utilizar a sacarose resultaram em
uma diminuicdo no fluxo de carboidratos de folhas para vagens;, em conjunto com a
diminuicdo da taxa de sacarose para hexose em vagens, esses fatores tornam-se potenciais

contribuintes para o abortamento de vagens em soja sob condicfes de déficit hidrico.



2.1.2 M ecanismos molecular es

Mecanismos de resposta ao déficit hidrico podem ser identificados em
nivels moleculares, por toda a planta. Esses mecanismos séo controlados pela interacdo entre
0 ambiente e a composi¢do genética da planta. Muitos programas de pesquisa tém focado em
caracterizar 0s mecanismos de percepcdo e sinalizacdo e de respostas moleculares ao déficit
hidrico (Xiang et al., 2002; Oono et al., 2003; Shinozaki e Y amaguchi-Shinozaki, 2003).

Os modelos de percepcdo de estresse sendo estabelecidos para vegetas
superiores, sugerem uma hipotese para o inicio de sinalizacdo em nivel molecular. Alteragdes
na conformacdo de membranas celulares devido a perda de turgor provocariam mudangas em
canais de transporte ativados por pressdo, modificagdes na conformagao ou na justaposicdo de
proteinas sensoriais criticas, embebidas has membranas celulares e alteraces na continuidade
entre a parede celular e a membrana celular. Devido a perda de presséo da parede, complexos
enzimaticos ativados pelas alteragbes mencionadas, iniciariam uma cascata de eventos
moleculares levando a indugdo da expressdo de vérias categorias de genes (Nepomuceno et
al., 2001, Xiang et al., 2002).

Uma reposta precoce a0 estresse causado por seca, salinidade e baixa
temperatura nas células vegetais, é o aumento de célcio (Ca™) no citoplasma, derivado do
influxo do espaco apoplastico ou da liberacdo de estoques internos (Kinight, 2000). O
aumento de Ca’* no citoplasma estimula a calmodulina, e o complexo Ca®*/CAM ento, ativa
certas enzimas, como proteinas quinases e ATPases da membrana plasmatica. Essas ATPases,
reguladas por este complexo, podem funcionar como transportadores, dirigindo o potassio
para dentro e fora das células guardas, regulando a abertura e o fechamento estomético e
conseguentemente o excesso de transpiragdo. A elevagdo na concentracio de Ca' ativa canais

de efluxo de K™ e blogueia os canais de influxo desse cétion inibindo a abertura estomética. A
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perda de K* provoca a saida de dgua da célula guarda, reduzindo sua turgescéncia e mantendo
0 estbmato fechado. Hosy et al. (2001) estudaram plantas mutantes para o gene GORK
(voltage-gatted outwardly rectifng K’) que codifica canais de efluxo de potéssio e
demonstraram que o gene GORK codifica o principa canal de efluxo e possui um papel
importante no controle do movimento estomético, promovendo uma reducdo da perda de agua
por transpiragao.

Diferentes genes ativados durante a seca, podem ser divididos e
classificados como proteinas funcionais e proteinas regulatérias (Shinozaki et al., 1997,
Shinozaki et al., 2000). O primeiro grupo inclui proteinas que funcionam diretamente na
tolerdncia ao estresse como; proteinas chaperonas e proteinas LEA (Late Embryogeniesis
Abundant), atuando na protecdo de macromoléculas como, enzimas, lipideos, e mRNAS.
Prolina, glicina-betaina e aglcares atuariam como osmdlitos na reducdo do potencial osmatico
e consequiente manutencdo da turgor. Aquaporinas (Water Channel Proteins) funcionam
como canais de &gua através da membrana plasmética e tonoplasto durante o guste da presséo
osmética em condigcBes de estresse, facilitando o movimento da &gua através de tecidos.
Enzimas detoxificantes, semelhantes a glutationa S-transferase, superoxido dismutase, estdo
envolvidas na protecdo celular contra oxigénio reativo. Proteases como Clp protease e
ubiquitina também s80 necessérias para a regulacdo e reciclagem de aminoécidos (Shinozaki
et al., 1997; Shinozaki et al., 2000). A ubiquitina & um polipeptidio com 76 aminoéacidos, que
tem a funcdo de “etiquetar” proteinas que estéo destinadas a ser rapidamente proteolizadas no
citossol (Lam, 1997). Um outro grupo contém fatores protéicos envolvidos na regulagéo da
transmissdo de sinais e na expressao de genes que provavelmente funcionam em resposta ao
estresse; proteinas kinases e enzimas do metabolismo de fosfolipidios, participam da
modificacdo e regulagdo em proteinas envolvidas nas vias de sinais de transmissdo do

estresse. Fatores de transcricdo como DREB (Dehydration Responsive Element Binding)
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atuam na regulacdo funcional de vérios genes expressos sob condi¢do de déficit hidrico
(Shinozaki et al., 1997; Shinozaki et al., 2000).

Disfungo de enzimas e proteinas geramente acompanha estresses
abidticos. Muitas proteinas, especialmente Heat Shock Proteins (HSPs), tem atuado como
chaperonas moleculares auxiliando o dobramento de cadeias polipeptidicas nascentes, no
redobramento de proteinas desnaturadas e na prevencdo ao agregamento de partes de
proteinas, cujas superficies hidrofdbicas estdo expostas, prejudicando o dobramento. Além
disso, elas aceleram o dobramento, estabilizando os intermediérios e diminuindo as barreiras
energéticas de ativagdo, durante o processo de dobramento (Torok et al., 2001). As HSPs
ainda desempenham um importante papel na transmisséo de sinais, mantendo o citoplasma da
célula e seus compartimentos em estado organizado (Récz, 2000).

As proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant) sdo encontradas em uma
ampla variedade de espécies de plantas, em resposta ao déficit hidrico. Estas proteinas sdo
reconhecidas por serem hidrofilicas, apresentarem alto contetido de glicina (maior que 6%o)
(Garay-Arroyo et al., 2000) e triptofano e estdo, provavelmente, localizadas no citoplasma
(Dure, 1993). Estudos com proteinas LEA mostram que proteinas similares sdo acumuladas
em sinal a estresses ambientais como déficit hidrico, baixa temperatura, aumento da pressdo
osmética externa, dessecacdo embriondria e &cido abscisico (ABA) exégeno (Close et .,
1993; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 1996). As provaveis funcbes das proteinas LEA
estdo relacionadas ao sequiestro de ions, protegdo de membranas (chaperonas), renaturacéo de
proteinas e retencdo de &gua (Bray, 1993; Dure, 1993; Zhu et al., 2001). Portanto, a extrema
hidrofilia apresentada pelas proteinas LEA e sua abundante expresséo durante a maturacéo de
sementes e estresses ocasionados pela desidratagc@o, poderiam certamente implicar em uma

funcéo de protecéo celular (Dure, 1993).
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Algumas plantas ativamente acumulam solutos compativeis, ou osmdlitos,
no citoplasma para diminuir o potencial osmético e, consequentemente, manter o potencial
hidrico e o turgor das céulas proximo ao nivel étimo, em situacBes de seca. Quando o turgor
€ mantido, processos como condutancia estomatica e taxa de assimilagdo de CO, também séo
mantidos (Nepomuceno et a., 2001).

Uma das respostas mais estudadas em plantas € o acimulo de prolina no
citoplasma das células durante o déficit hidrico. Esse acimulo é resultado do aumento do
fluxo de glutamato, que é metabolizado pela enzima Pirrolina-5-Carboxilato Sintetase
(P5CYS), que regula a taxa de biossintese e de decréscimo no catabolismo da prolina. Esta
enzima P5CS, responséavel pela transformacdo da Pirrolina-5-Carbolxilato (P5C) em prolina,
tem sua expressdo regulada por mudangas no potencial osmético do citoplasma. Um
decréscimo do potencial osmético da célula leva a um aumento na sintese de P5C e,
conseguentemente, a um aumento da sintese de prolina (Delauney e Verma, 1993). Estudos
sugerem que a prolina possa estar envolvida nas respostas de defesa a desidratacéo pela
capacidade de estabilizar estruturas celulares e eliminar radicais livres, depdsito de energia,
participar como componente da cascata de sinalizagdo molecular do estresse e ser o principal
congtituinte de proteinas de parede celular em plantas (Nanjo et a., 1999). Yamada et al.
(2005) através de transformacéo genética em Petlnia hybrida cv. ‘Mitchell’, com os genes A
L_pyrroline-5-carboxilato sintetase de Arabidopsis thaliana (AtP5CS) e (OsP5CS) de Oryza
sativa, verificaram que as plantas transgénicas acumularam de 1.5- 2.6 vezes mais prolina do
gue plantas crescidas sob condi¢des normais. As linhagens transgénicas toleraram 14 dias de
déficit hidrico, confirmando a eficiéncia dos transgenes P5CS.

Betainas s80 compostos amino quaternérios, isto é, aminoécidos derivados
em que o aomo de nitrogénio é completamente metilado. Em plantas, glicina-betaina, um

membro representativo deste grupo de osmdlitos, € sintetizado no cloroplasto por dois
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processos: 0 primeiro passo converte colina em betaina aldeido, que pode ser induzido por
seca e sdinidade; o segundo passo converte betaina aldeido em glicina-betaina, que é
catalisada pela enzima betaina aldeido desidrogenase (Wang et a., 2003). O acimulo de
glicina-betaina € um fator importante para a engenharia genética em relacdo a toleréncia ao
estresse. A idéia de que glicina-betaina pode aumentar a toleréncia ao estresse é baseado em
trabalhos como o verificado em milho onde uma mutagdo para a sintese de glicina-betaina
reduziu a toleréncia ao sal e ao calor (Yang et a., 1996). Entretanto, em plantas de trigo o
acumulo de glicina-betaina contribuiu para a toleréncia a salinidade (Colmer et al., 1995).

Genes envolvidos no metabolismo de agUcares/polidis tém sido utilizados
para a superproducdo de solutos compativeis (Weng et a., 2003). Trehalose (a-D-
glucopyranosyl-[1,1]-a -D-glucopyranoside) é um dissacarideo composto de duas moléculas
de glicose presente em uma grande variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos,
leveduras, insetos e algumas plantas (Elbein, 1979; Elbein et al., 2003). Esse dissacarideo ndo
serve apenas como uma reserva de carboidratos, mas também como uma molécula protetora
estabilizando proteinas e membranas celulares, em inativagdo ou desnaturacéo, ocasionadas
por uma variedade de estresses quimicos e fisicos como, dessecacdo, desidratacdo, oxidagao,
calor, secaefrio (Elbein et a., 2003). Avonce et al. (2004) verificaram que a super expressao
do gene AtTPSL que codifica a enzima trehalose-6-fosfato sintase na via bossintética de
trehalose em A. thaliana, promoveu um aumento nos niveis de trehal ose-6-fosfato fosfatase,
também pertencente a essa via biossintética e demonstrou tolerancia a seca.

Um importante avanco para o entendimento da conduténcia de &gua nas
células foi a descoberta das proteinas de canais de agua, denominadas aquaporinas. A
presenca de aquaporinas pode aumentar a condutividade hidréaulica da membrana (Preston, et
a., 1992) e formar canais de &gua especificos para ions ou solutos (Bray, 1993). Sakuray et

a., (2005) identificaram 33 genes para aquaporinas no genoma de arroz, 0S quais



14

demonstraram grandes niveis de expressdo constatados pela técnica de PCR em tempo real
durante periodos de estresse.

Fosfolipidios possuem um papel importante durante o déficit hidrico
atuando como precursores na geracdo de moléculas secundérias. A fosfolipase C (PI-PLC)
hidroliza phosphotidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,). Estresse como a seca, produz um
aumento no nivel de expressdo de PI-PLC contribuindo para a clivagem de PIP2 produzindo
duas moléculas importantes, diaciglicerol e inositol 1,4,5-trisfosfato (1P3), as quais atuam
como mensageiros secundérios e podem ativar a proteina Kinase C e a liberagdo de Ca*
(Xiong et a., 2002). Schroeder et a. (2001) observaram a funcéo exdgena de |P; em plantas
na liberacdo de Ca®* . A inibicdo da atividade de PI-PLC eliminou o aumento de IP; e inibiu a
inducdo do estresse osmético de genes como rd29A e COR47 que estédo envolvidos em
resposta de protegdo contra estresses ambientais (Takahashi et al., 2001).

Estresses abidticos também causam a superproducdo de oxigénios reativos
(Reactive Oxygen Sntheis - ROS). A degradacdo de membranas lipidicas, resulta em écidos
graxos livres, inicia a deterioragcdo oxidativa pela promogdo de um substrato para a enzima
lipoxigenase, causando entdo, uma peroxidagdo na membrana. A peroxidagdo produz alkoxy,
radicais peroxido, bem como singlet oxygen, essas reacdes na membrana sdo a maior fonte de
ROS em células de plantas (Bhattacharjee, 2005). Para eliminar esses compostos tdxicos, as
plantas tém desenvolvido estratégias, através da producdo de antioxidantes, que incluem
enzimas como, catalase, superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase; assim como moléculas ndo enziméticas, como ascorbato, glutationa,
carotendides e antocianinas (Bowler et al., 1992; Noctor e Foyer, 1998). Entretanto,
sobrepondo o papel de ROS como um agente oxidativo, descobriu-se um novo papel para
ROS em processos de sinalizacdo. Peréxido de hidrogénio (H,O,) atua como um mensageiro

secundério mediando a aquisicdo de tolerancia a ambos os estresses, bidtico e abidtico.
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Também foi verificado que ROS comunica-se com outras moléculas sinalizadoras formando
parte de vias de sinalizagdo que controlam respostas procedentes a ROS. (Bhattacharjee,
2005).

Genes para uma variedade de fatores de transcri¢do, que contém dominios
semelhantes a bZIP, MYB, MY C, ERF/AP2 e Zinc fingers, sdo induzidos por estresse. Esses
fatores de transcricéo atuam na regulacdo funcional de varios genes expressos sob condi¢édo
de déficit hidrico (Bray, 1997; Shinozaki et al., 2000). V arias proteinas kinases, semelhantes a
MAP kinases, proteinas kinases dependentes de célcio (CDPK), SNF1 relacionado a proteina
kinase, demonstram ser induzidas ou funcionar como reguladoras de promotores de genes no
processo de desidratacdo (Mizoguchi et al., 1997; Shinozaki et a., 2000). As proteinas
kinases e fosfatases estdo envolvidas na modificacéo da funcdo de proteinas e na regulacéo de

proteinas envolvidas nas vias de sinais de transmissao do estresse.

2.1.3 Fator detranscricdo DREB

Nas Ultimas décadas, importantes progressos foram obtidos na compreenséo
de como estresses ambientais como seca, sdlinidade e baixa temperatura controlam a
expressdo de genes. Em particular, uma familia de fatores de transcricdo em Arabdopsis
thaliana conhecida como DREB (DREB1A, DREB1B, DREB1C e DREB2) (Liu et a., 1998;
Y amaguchi-Shinozakiet a., 2002) ou CBF (C-Repeat-Binding factor) (CBF3, CBF1, CBF2)
correspondentes a DREB1A, 1B e 1C, respectivamente (Stockinger et al., 1997; Gilmour et
al., 1998), foram identificados. Recentemente, outros genes também homdlogos a essa

familia, OsDREB1A, OsDREB1B, OsDREB1C, OsDREB1D, e OsDREB2A foram isolados em
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arroz (Dubouzet at al., 2003), GmMDREBa, GmMDREBb e GmDREBc, em soja (Li et al., 2005) e
ZmDREB1A em milho (Qin et a., 2004).

Y amaguchi-Shinozaki et al. (1992) realizaram os primeiros trabalhos sobre
o fator de transcricdo DREB, identificando nove DNAs complementares (DNAc) nomeados
RD (Responsive to Desiccation) de A. thaliana. Anadises de Northern blot revelaram ampla
variacdo no tempo de inducdo de genes RD, em resposta ndo somente a déficit hidrico, mas
também, estresse salino, baixa temperatura e &cido abscisico (ABA).

Os genes rd29A e rd29B correspondentes ao clone RD29, foram ent&o
caracterizados. Andlises das proteinas RD29A e RD29B revelaram que essas proteinas RD29
sd0 extremamente hidrofilicas, e contém somente um residuo de cisteina, 0 que as torna
similar a estrutura das proteinas LEA também induzidas por dessecacdo (Baker et a., 1988;
Y amaguchi e Shinozaki, 1993; Y amaguchi-Shinozaki et a., 2002).

Em tratamentos de desidratagéo em plantas de A. thaliana, o gene rd29A foi
detectado em niveis de expressdo baixos dentro de vinte minutos e altamente expresso depois
de trés horas, enquanto rd29B foi detectado somente ap0s trés horas do inicio da desidratacéo.
Entretanto, quando foram feitos tratamentos com aplicagcdo de ABA, essa rapida inducéo de
rd29A ndo foi detectada, mas apds duas horas a expressdo de ambos, rd29A e rd29B, foi
detectada. Esses resultados sugerem a auséncia de algum elemento envolvido na répida
inducdo de rd29A em tratamento de desidratacdo. A expressao de rd29A quando analisada em
plantas transgénicas de A. thaliana e tabaco contendo o promotor rd29A fusionado ao gene
reporter B-Glucoronidase (GUS), confirmou os resultados obtidos durante os tratamentos de
desidratacdo e ABA (Y amaguchi e Shinozaki, 1993).

Tais observagOes proporam a existéncia de dois elementos cis-atuantes na
regido promotora de rd29A, sendo um deles relacionado a mudangas no potenciais osmético e

hidrico da célula, ou sgja, independente de ABA e responsavel pela rapida inducdo de rd29A
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durante estresse ambiental e outro dependente de ABA, envolvido na resposta a expresséo do
horménio ABA. Os genes rd29B e rd29A estéo arranjados em tandem, em uma regido de 8kb
no genoma de A. thaliana, um espago de aproximadamente 1640 pb entre rd29B e rd29A,
conteria esses elementos cis-atuante.

Andlises de delecéo e de substituicdo de bases na regido promotora do gene
rd29A em plantas transgénicas de tabaco revelaram uma sequiéncia conservada de 9 pares de
bases (TACCGACAT) nomeada DRE (Dehydration Responsive Element), que possui alta
similaridade com a sequéncia DR1 (Responsive to dehydration) do promotor rd17, sendo
essencia na regulacdo da expressdo de rd29A sob condicdes de seca (Y amaguchi-Shinozaki,
K. e Shinozaki, K., 1994). A seqiiéncia CCGAC do elemento DRE € a seqiiéncia minima para
que ocorra a ligacéo da proteina ao promotor e, C4, G5 e C7 sdo essenciais para interacdo de
proteinas especificas (Hao at al., 2002; Sakuma et al., 2002). O elemento ABRE (ABA
Responsive Element) também foi identificado e estaria envolvido na inducéo do promotor
rd29A durante a presenca de ABA (Y amaguchi-Shinozaki, K. e Shinozaki, K., 1994).

Através da técnica de ensaio de um hibrido (One-Hybrid Assay), Liu €t a.
(1998) isolaram clones de DNAc que codificam proteinas (DREB1A e DREB2A) que se
ligam a regido DRE. A seqUéncia de aminoécidos das proteinas DREB1A e DREB2A
mostrou alta similaridade com o dominio conservado encontrado na proteina Apetala2 (AP2)
de A. thaliana (Jofuku et al., 1994; Okamuro et a., 1997) que funciona em resposta a
morfogénese floral, e com a proteina ERF (Ethylene-responsive element binding factors) que
funciona em resposta ao etileno (Ohme-Takagi and Shinshi, 1995; Hao et a., 2002). Apesar
do dominio AP2 das proteinas DREB terem ata similaridade com 0 mesmo dominio nas
proteinas ERF, ndo é claro como essas proteinas reconhecem diferentes sitios e regulam a

expressao de genes em vias diferentes (Sakumaet a., 2002).
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O dominio AP2 tem sido considerado exclusivo de plantas e possui uma
regido conservada de aproximadamente 60 aminoacidos (Riechmann e Meyerowitz, 1998).
Entretanto, as proteinas DREB contém uma regi@o basica na regido N-termina que pode
funcionar como um sinal de localizagdo nuclear e uma regido C-termina acida que atua como
um dominio de ativagdo para a transcrigcdo, indicando que essas proteinas podem funcionar
como um ativador de transcricdo em plantas (Liu et al., 1998; Y amaguchi-Shinozaki et al.,
2002).

Um grande nimero de genes expressos em condi¢gBes de déficit hidrico
ativados pela proteina DREB1A em resposta a seca ja foram identificados atraves de técnicas
como os microarranjos de DNA (Kasuga et a., 1999; Seki et al.; 2001; Oono et d., 2003;
Murayama et a., 2004) e o produto desses genes apresenta alta homologia com proteinas
conhecidas, permitindo agrup&los em categorias funcionais. Kasuga et al. (1999)
identificaram seis genes induzidos pela proteina DREB1A, envolvidos na tolerdncia a
estresses como seca, salinidade e frio: rd29A, kinl, kin2/cor6.6, cor15a, rd17/cor47 e erd10.
Seki et al. (2001) identificaram outros seis genes, FL3-5A3, FL5-2122, FL5-94,FL5-77,FL3-
27 e erd4, envolvidos em resposta a seca e controlados por DREB1A. Oono et a. (2003)
identificaram 280 genes estresse-induzidos expressos entre o periodo de desidratagdo e
reidratacdo em A. thaliana. Entre os genes identificados, um grande nimero de genes
estresse-induzidos sdo regulados por DREB1A, como rd29A, corl15A, Kinl, Kin2, rdl7,
erd13, rd28, erd4, rd20, erd9, erd7 e rd22. Murayama et a. (2004) identificaram 38 genes
estresse-induzidos ativados por DREB1A, durante tratamento de déficit hidrico e frio (Tabela
1).

A percepcao do estresse como a seca e a transmissdo de sinais que levem a
respostas adaptativas sdo etapas essenciais na determinagédo do desenvolvimento e reproducéo

de plantas quando expostas a esse tipo de estresse ambiental. Durante o processo de toleréncia
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a seca, ocorre a ativagdo de uma cascata de eventos moleculares dependentes e independentes
de ABA, entre o sinal inicial do déficit hidrico e a expressdo de genes especificos. Na via
independente de ABA encontra-se um grande nimero de genes induzidos pela proteina
DREB1A e esses genes sdo classificados em dois grupos. o primeiro grupo inclui as proteinas
semelhantes as proteinas LEA, proteinas anticongelamento, proteinas hidrofilicas, enzimas
necessarias a0 metabolismo de aglcares (por exemplo, galactinol sintase) e inibidores de
protease. O segundo grupo contém fatores protécos envolvidos na regulacdo de sinais de
transducdo e expressdo de genes, como fatores de transcricdo e enzimas envolvidas no
metabolismo de fosfolipidios (Oono et a., 2003; Murayama et al., 2004).

Diferentes genes tem sido utilizados no desenvolvimento de plantas
tolerantes & seca, através de técnicas de transferéncia genética. O fator de transcrigdo
DREB1A interage especificamente com a regido DRE estresse induzida e ativa um grande
nimero de genes em resposta a esse estresse. A utilizagdo do promotor rd29A contendo a
regido DRE e aregido codante do fator de transcricdo DREB1A tem demonstrado promover
tolerdncia a seca em plantas transgénicas como tabaco, (Kasuga et a., 2004), trigo
(Pellegrineschi, et al., 2002) e A. thaliana.(Kasuga et al., 1999). Plantas transgénicas de
tabaco e trigo expressando o fator de transcricito DREB1A de Athaliana sugere a
conservagdo desses genes no reino vegetal. Assim, a superexpressdo da proteina DREB1A
apenas em condicdes de déficit hidrico utilizando promotores estresse-induzidos, demonstra
ter um importante potencial como estratégia no desenvolvimento de culturas mais tolerantes a

seca em espécies de importancia econdmica como a soja.
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Tabelal. Genes de Arabidopsis thaliana induzidos pel o fator de transcricdo DREB1A.

Gene Categoriafuncional ou similaridade Publicacéo
rd29A Proteinas LEA (proteina hidrofilica) Kasugaet a., 1999
kinl e kin2/cor6.6 Codifica proteina com estrutura similar a| Kasugaet al., 1999
proteina anticongelamento rica em
alanina produzida em alguns peixes.
corl5a Proteina presente no estroma de|Kasugaetal., 1999
cloroplastos e aumenta a tolerancia ao
frio em protoplastos de folhas de A.
thaliana
erd10 erd17/cor47 Grupo 2 das proteinas LEA (proteina| Kasugaet al., 1999

hidrofilica)

FL3-5A3,FL5-2122, FL5- | Seqiiéncia similar a provavel proteina de|Seki et al., 2001
94 e FL5-77 aclimatacdo ao frio (acesso n°
AC006438), DC 1.2 homdlogo (acesso n°
X80342), enolase (acesso n° X58107), e
peroxiredoxina TPX1 (acesso n°
AF121355)
FL3-27 Inibidor de proteinase (acesso n°|Seki et al., 2001
221934)
erd4 Proteina de membrana Seki et a., 2001; Oono
et a., 2003
erd13 Enzima detoxificante Oono et a., 2003
rd28 Proteina de canal de &gua Oono et al., 2003
rd20 Sinalizagdo Oono et a., 2003
erd9 Enzima detoxificante Oono et a., 2003
erd7 Proteina relacionada a senescéncia Oono et al., 2003
At1g27730/STZ ZAT.10 |C,H, zinc finger DNA-binding protein| Murayamaet a., 2004
(fator de transcricéo)
At5g04340 C.H, zinc finger DNA-binding protein| Murayamaet a., 2004

(fator de transcricao)

At1g46768/RAP2.1

Proteina ligada ao dominio AP2

Murayamaet a., 2004
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(fator de transcricéo)

At5g58670/ AtPlcl Phosphatidylinositol-specific Murayamaet a., 2004
phospholipase (Pl metabolismo)

At2g21660/ AtGRP7 Glycine-rich  RNA-binding  protein| Murayamaet al., 2004
(RNA-binding protein)

At4g35300 Proteina transportadora de agUcar Murayamaet al., 2004
(Transporte de proteinas)

At2g31360/ ADS2 Delta 9 desturase Murayamaet al., 2004
(Desaturase)

At1g09350/ AtGolS3 Galactinol sintase Murayamaet al., 2004
(metabolismo)

At4g23600 Tiros na transaminase Murayamaet a., 2004
(metabolismo)

At4g33070/ Pdcl Piruvato descarboxilase-1 Murayamaet al., 2004
(metabolismo)

At2g02100 Gamma-thionins family Murayamaet al., 2004
(Inibidor de protease)

At2g43510 Inibidor Tripsina Murayamaet a., 2004
(Inibidor de protease)

At4g12470 Inibidor de protease Murayamaet al., 2004

At4g12480 FamiliaLTP Murayamaet al., 2004
(Inibidor de protease)

At1g01470 Proteinas LEA (Proteina hidrofilica) Murayamaet al., 2004

At1g16850 Proteinas LEA (Proteina hidrofilica) Murayamaet al., 2004

At1g20440/ rd17/cor47 | Dehydrina (Proteina hidrofilica) Murayamaet al., 2004

At1g20450/ erd10 Dehydrina (Proteina hidrofilica) Murayamaet a., 2004

At2g42530/ cor15b Proteinas LEA (Proteina hidrofilica) Murayamaet a., 2004

At2g42540/ cor15a Proteinas LEA (Proteina hidrofilica) Murayamaet al., 2004

At3g50970/ Xero2 Dehydrina (Proteina hidrofilica) Murayamaet a., 2004

At4g15910 Proteinas LEA (Proteina hidrofilica) Murayamaet a., 2004

At5g15960/ Kinl Proteinas LEA (Proteina hidrofilica) Murayamaet a., 2004

At5g15970/ kin2/ cor6.6 | Proteinas LEA (Proteina hidrofilica) Murayamaet a., 2004
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At5g52310/ rd29A/ Iti78

Proteinas LEA (Proteina hidrofilica)

Murayamaet a., 2004

At2g17840/ erd7 Proteina relacionada a senescéncia Murayamaet al., 2004
At1g29390 Proteina desconhecida Murayamaet al., 2004
At1g51090 Proteinaricaem prolina Murayamaet a., 2004
At1g54410 Proteina desconhecida Murayamaet al., 2004
At2g23120 Proteina desconhecida Murayamaet al., 2004
At2g28900 Proteina desconhecida Murayamaet al., 2004
At2g33830 Proteina desconhecida Murayamaet al., 2004
At4g14000 Proteina desconhecida Murayamaet al., 2004
At4g24960/ AtHVA22d | FamiliaAHVA22 Murayamaet a., 2004
At4g30650 Proteina desconhecida Murayamaet a., 2004
At4g38580/ ATFP6 Farmesylated protein Murayamaet al., 2004
At5g17460 Proteina desconhecida Murayamaet al., 2004
At5g62350 Proteina desconhecida Murayamaet a., 2004

2.2 Transformagao genética de plantas

2.2.1 Métodos de transfor magao genética de plantas

Diferentes técnicas de transformacdo genética de plantas foram

estabelecidas com o desenvolvimento da cultura de tecidos e da engenharia genética

(Brasileiro et al., 1999). Atualmente, diversos métodos estdo disponiveis e podem ser

agrupados em duas categorias: transferéncia indireta e transferéncia direta de genes

(Brasileiro et al., 1999; Trojanowska, 2002).

O método indireto basecia-se no uso de um vetor intermedi&io como

Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes, para a inser¢do do DNA exdgeno

dentro dacélulaavo.
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A bactéria Agrobacterium tumefaciens é um patégeno que tem seu ambiente
no solo e possui a capacidade de infectar plantas, causando a doenga denominada “galha da
coroa’, por meio da transferéncia de um seguimento de DNA (T-DNA) do seu plasmidio
indutor (Ti) para a célula da planta (Paz et al., 2004). A expressdo de genes presentes no T-
DNA, os oncogenes, interfere na sintese de horménios pela planta, levando a formagdo da
gahaou tumor (Lacorte e Romano, 1998).

A base molecular datransformagéo via Agrobacterium em céulas vegetais é
atransferéncia da regido indutora de tumor (Ti) ou rizogénica (Ri), existente no plasmidio de
Agrobacterium (Stanton B. Gelvin, 2003). O carater trofico da relacdo bactéria-planta deve-se
a genes presentes no T-DNA que, ao serem inseridos no genoma da planta, sdo transcritos e
traduzidos como 0s genes vegetais. Tais genes codificam opinas que sdo utilizadas como
fonte de carbono e nitrogénio favorecendo o crescimento de agrobactérias (Brasileiro et
al.,1999).

A transferéncia do DNA (T-DNA) ocorre devido a atuacdo de proteinas
localizadas no plasmidio, que sdo codificadas por genes encontrados na regido vir do
plasmidio e possuem um papel essencial no processo de transformacdo. As proteinas VirA e
VirG atuam como um sinal sensorial do sistema regulatério genético. VirA € uma antena
periplasmética sensivel a presenca de componentes fendlicos como acetoseringone,
proveniente de lesdes ou ferimentos no tecido de plantas. Coordenado com o transporte de
monossacarideos ChvE e na presenca do componente fendlico apropriado e moléculas de
acucar, VirA se autofosforila e subseqientemente transfosforila a proteina VirG, que guda
ativar ou aumentar o nivel de transcricdo dos demais genes vir, provavelmente por interacéo
com a sequéncia vir —box que forma um componente de promotores de genes vir. (Brasileiro

et a.,1999; Stanton B. Gelvin, 2003).
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Uma vez estabelecido que os genes contidos no T-DNA n&o interferem no
processo de transferéncia desse, da célula bacteriana para a célula vegetal, foram construidos
vetores “desarmados”’ das fungdes oncogénicas para a manipulacéo de Agrobacterium no uso
da engenharia genética (Brasileiro et a.,1999). Com isso, cientistas desenvolveram estratégias
para introduzir genes exdgenos na regido do T-DNA através de dois procedimentos
diferentes. inser¢éo do gene exdgeno, por meios indiretos no plasmidio Ti, de forma que o
gene fique disposto em cis aos genes vir, ou sgja, no mesmo plasmidio, ou ainser¢éo do gene
exogeno em uma regido-T de um determinado plasmidio (vetor bindrio), pois esse quando
inserido em uma cepa de Agrobacterium desarmada, transfere o gene exdgeno contido no
vetor binério para a célula da planta devido a atuaco em trans dos produtos gerados pelos
genesvir (Stanton B. Gelvin, 2003).

Os métodos diretos ndo utilizam céulas bacterianas ou virus como
mediadoras, sd0 baseados em métodos fisicos ou quimicos. Exemplos de métodos diretos
podem ser citados, tais como: biobalistica, eletroporacdo, transformacdo mediada por fibras
de silicone, microinjegdo (Trojanowska, 2002), polietilenoglicol (PEG) (Brasileiro et a.,
1999).

A técnica de aceleracdo de particulas, também conhecida como biobalistica
(biolégico e baistico), método “gene gun”, bombardeamento de microprojéteis, entre outros,
foi desenvolvida e descrita primeiramente por Sanford et a. (1987). A técnica utiliza
particulas revestidas com DNA exdgeno em ata velocidade para atingir células ou tecidos
alvo, e esses quando cultivados posteriormente in vitro e regenerados, podem originar plantas
geneticamente modificadas (Aragdo, 2002; Zérate e Y eoman, 2003).

As particulas utilizadas no processo podem ser de ouro ou tungsténio
(Aragdo, 2002; Zarate e Y eoman, 2003); de tamanho pequeno (0.5 a5 um), o suficiente para

acelerar e ultrapassar a parede celular (Zarate e Yeoman, 2003), levando o DNA exdgeno



25

presente na superficie da particula para dentro da célula (Aragdo, 2002; Zarate e Y eoman,
2003). O tipo apropriado de microparticulas varia em fungdo do tamanho das células a serem
transformadas, no geral, as microparticulas devem possuir um tamanho em torno de 1/10 do
tamanho da célula-alvo. Para células de plantas, particulas com didmetro em torno de 0,2 a 1,5
pum como, M 10 Sylvania, séo as maisindicadas (Lacorte et al., 1999).

Quando as particulas esto prontas para serem disparadas, macrocarreadores
sd0 empregados como suporte para acelerar as particulas. O macrocarreador € retido por uma
tela de retencdo e as particulas continuam até colidirem com o alvo. Uma tela de metal do
tamanho especifico fica situada entre o ponto da explosdo e o avo para assegurar que as
particulas revestidas sejam espahadas uniformemente, e para que haja uma colisdo mais
uniforme com o avo. A penetracdo da particula pode ser controlada alterando diversos
parémetros, isso inclui o tamanho das particulas, a disténcia entre o suporte da amostra e o
alvo, a pressdo aplicada para acelerar as particulas, ou a presenca da tela usada para dispersar
as particul as antes de chegarem ao alvo. Estes parametros podem ser utilizados para conseguir
melhores condic¢des de transformagéo (Lacorte et a., 1999; Zarate e Y eoman, 2003).

A onda de choque pode ser gerada por uma explosdo quimica de pdlvora
seca, por uma descarga de gés hélio sob alta ou baixa pressdo, pela vaporizacéo de uma gota
da &gua com alta voltagem e baixa capacitancia ou baixa voltagem e ata capacitancia, ou por
uma descarga de ar comprimido. Sistemas que utilizam gés hélio sob uma descarga de ata
pressao tém sido os mais utilizados (Lacorte et al., 1999; Aragéo, 2000; Aragéo, 2002).

Em agumas células as particulas atravessam a parede celular e as
membranas celular e nuclear de uma maneira ndo letal, localizando-se aleatoriamente em
organelas ou no nucleo celular (Lacorte et a., 1999; Aragdo, 2000; Aragdo, 2002). Em caso
de expressdo transiente, 0 DNA ndo é integrado no genoma e permanece no citoplasma da

célula atingida e a expressao génica pode ser detectada apds 24 ou 72 horas (Lacorte et al.,
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1999). Quando no interior da célula, o DNA se desassocia das microparticulas pela agdo do
liquido celular, e ocorre o processo de integragdo do DNA exdgeno no genoma da céula
atingida. Essa célula a0 se dividir transmite o DNA inserido para outras céulas e tecidos
chegando ao desenvolvimento completo de um organismo contendo o DNA exogeno
(Yamashitaet al., 1991).

Apesar da eficiéncia e a universaidade de utilizagdo dessa técnica, o
processo de biobalistica requer sempre a otimizacdo de varios parémetros bioldgicos,
relacionado a cultura do tecido, permitindo a regeneracdo da céula originalmente
transformada em plantas e tecidos geneticamente modificados.

A regido apicad de exos embriondrios é um avo utilizado no
desenvolvimento dos sistemas baseados no bombardeamento de células meristeméticas, pois a
técnica baseia-se na introdugcdo do DNA exdgeno em células meristematicas presentes nessa
regido (Aragdo, 2000; Aragéo, 2002). Entretanto uma importante restricdo no sistema de
transformacdo baseado no disparo de particulas em tecido meristeméico de eixos
embrionarios é a dificuldade de redizar uma €ficiente selegdo de células transformadas
(Aragéo et. al, 2002).

Diversos protocolos foram desenvolvidos para regeneracdo de culturas
importantes, visando otimizar esse sistema. Assim, Aragdo et al. (2000) desenvolveram um
sistema para selecionar células meristeméticas geneticamente transformadas, pelo uso de um
agente de selecdo capaz de se translocar e concentrar na regido do meristema apical da planta.
Moléculas herbicidas como glifosato e as imidazolinonas atuam dessa forma e podem ser
utilizadas em processo de selecéo de células transformadas na regi&o meristemética de tecidos

transformados.
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2.2.2 Plantas geneticamente modificadas toler antes a seca

As plantas acumulam um nUimero de compostos nitrogenados em respostas a
estresse ambientais como aminoacidos, amdnios e poliaminas. As poliaminas como putrescina,
espermidina e espermina, sdo policdtions de baixo peso molecular presente em todos os
organismos vivos. A diamina (putrescina) e as poliaminas (espermidina e esperming) estdo
presentes em inumeras etapas do crescimento e diferenciacdo das plantas, como a germinacéo,
divisio celular, diferenciagdo das folhas, flores e raizes, desenvolvimento da flor e fruto;
senescéncia dos 0rgaos e outros (Galston e Kaur-Sawhney, 1995). Em varios tipos de estresse
ambiental, principalmente o hidrico, verificou-se acimulo desses compostos (Flores e Galston,
1982), principalmente em relacdo a putrescina (Aziz e Larher, 1995; Zhang et a., 1996; Aziz et
al.,1997), todavia ainda ndo esté claro em que circunstancias esses compostos contribuem para
a adaptacdo das plantas ao estresse (Aziz e Larher, 1995; Galston et al., 1997). A putrescina é o
precursor na biossintese de espermidina e espermina. Plantas transgénicas de arroz foram
transformadas por Agrobacterium tumefaciens, para a expressdo do gene adc de Datura
stramonium que codifica a enzima arginina descarboxilase (adc). Essa enzima faz parte da via
aternativa na sintese de putrescina; as plantas transformadas com essa enzima produziram
altos niveis de putrescina sob condigdes de estresse, promovendo a sintese de espermidina e
espermina que atuariam na protecdo contra o déficit hidrico, demonstrando que a manipulagdo

na biossintese de poliaminas pode produzir tolerancia a seca (Capell et al., 2004).

Li et a. (2005), combinam o elemento em resposta a desidratacéo (DRE)
com o elemento especifico de células guardas (GCSE) para construir um novo promotor,
DGP1. Andlises histoquimicas em plantas transgénicas de tabaco carregando o gene da
enzima beta glucuronidase (GUS) fusionado ao promotor DGP1, demonstrou a atividade de

GUS altamente induzida em tratamentos de seca e restrita a células guardas. 1sso demonstra
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que o promotor DGP1 pode dirigir a expressdo de genes alvos em células guardas quando as
plantas esto sujeitas ao déficit hidrico e que € possivel desenvolver estratégias moleculares
em plantas para o controle de abertura e fechamento dos estdmatos.

Betaina € um importante osmoprotetor, sintetizado por muitas plantas em
resposta a estresse abidtico. A via bossintética mais conhecida de betaina inclue duas etapas
de oxidagéo de colina: colinamy betaina aldeidomy betaina. A primeira etapa € catalizada por
colina monooxigenase (CMO) em plantas e colina oxidase em algumas bactérias. A segunda
etapa é catalizada por dehidrogenase aldeido betaina dependente de NAD", em todos os
organismos, entretanto, em algumas bactérias CDH e colina oxidase também catalizam a
segunda etapa.

Recentemente, foi descoberta uma via biossintética de betaina em
cianobacteria Aphanothece halophytica, catalisada por duas enzimas N-metiltransferase
nomeadas A. halophytica glicina sarcosina metiltransferase (ApGSMT) e A. halophytica
dimetilglicina metiltransferase (ApDMT). A enzima ApGSMT catalisa as reagOes de
metilagdo de glicina para sarcosina e sarcosina para dimetilglicina. Enquanto a enzima
ApDMT catalisa a metilacdo especifica de dimetilglicina para betaina.

Waditee et al. (2005) verificaram o papel dessas enzimas de A. halophytica
na sintese de betaina em A. thaliana e verificou que plantas transgénicas de A.thaliana
superexpressando os genes N-metiltransferase pelo uso do promotor 35SCaMV, aumentaram a
tolerancia a salinidade durante o estégio reprodutivo e acumularam altos niveis de betaina em
raizes, caules, folhas e flores em condigdes de déficit hidrico. A eficiéncia apresentada pelos
genes N-metiltransferase, pode ser Util no desenvolvimento de toleréncia a estresse abidtico
em culturas.

Novillo et a. (2004) promoveram o silenciamento do gene CBF2/DREB1C

em A. thaliana, para verificar a funcdo desse gene em resposta ao frio, seca e salinidade. Em
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tratamentos de seca e salinidade, os genes CBF3/DREB1A e CBF1/DREBI1B foram mais
expressos em plantas modificadas do que em plantas selvagens. A expressdo dos genes
CBF3/DREB1A e CBF1/DREB1B mostrou preceder a expresséo de CBF2/DREB1C em
tratamento de frio. Os genes CBF3/DREB1A e CBFL/DREBIB tiveram um padréo de
expressao similar e foram expressos dentro de 15 minutos apos inducdo, atingindo 0 maximo
em 90 minutos e declinando em seguida. No entanto, o gene CBF2/DREBIC, teve uma taxa
de acumulo lenta, atingindo um nivel méximo depois de duas horas e meia Andises de
microarray demonstraram que sob condicbes normais os niveis de transcritos de
CBF2/DREB1C foram de 5 a 8 vezes mais que os niveis de CBF3/DREBIA e
CBF1/DREB1B. A andlise dos dados em conjunto, permitiu propor um modelo hipotético
para o modo de acdo de CBF2/DREB1C em resposta ao frio. Sob condic¢des normais os niveis
de CBF3/DREB1A e CBFL/DREBIB seriam reprimidos por CBF2/DREB1C. Em situagOes de
baixa temperatura, a ativagdo de diferentes reguladores ou especificos como ICE1L (Inducer of
CBF Expression), induziria rapidamente a expressdo de CBF3/DREB1A e CBF1/DREB1B
fugindo da repressdo promovida por CBF2/DREB1C. Uma vez CBF3/DREBIA e
CBF1/DREB1B atingindo certos niveis de expressdo, CBF2/DREBIC seria induzido e
promoveria a supressdo de CBF3/DREB1A e CBF1/DREB1B assm como, a ativacdo de
outros genes envolvidos na resposta de aclimatagéo ao frio.

Plantas de tabaco transformadas com as construgdes rd29: DREB1A e 35S:
DREB1A demonstraram variagbes em reposta ao crescimento. As plantas 35SDREB1A
tiveram o crescimento afetado, apresentando o tamanho altamente reduzido. No entanto, em
plantas rd29: DREB1A ocorreu apenas uma leve reducdo no tamanho, demonstrando que ha
uma relagdo entre os niveis de expressdo do gene DREBI1A e o crescimento em plantas
transgénicas. Ambas as plantas transgénicas rd29: DREB1A e 35SDREBI1A apresentaram

alta toleréncia ao frio e a seca quando comparadas as plantas controles (Kasuga et al., 2004).
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Plantas de tomate transformadas com a construgdo 35S: CBFL/DREB1B também
apresentaram reducdo no crescimento, mas o tratamento com é&cido giberélico reverteu o
retardo a0 crescimento e aumentou O crescimento em plantas transgénicas de tomate,
indicando que a super expresséo do gene DREB pode interferir em processos de
desenvolvimento regulados por fitohormdénios como écido giberélico. Sob condicfes de
déficit hidrico as plantas transgénicas de tomate mostraram maior toleréncia a seca do que
plantas selvagens (Hsieh et al., 2002).

Embrides de trigo transformados com a mesma construgdo contendo o
DNAc DREBIA dirigido pelo promotor rd29 através da técnica de biobalistica, apresentaram
folhas com turgor reduzido, apés 15 dias de déficit hidrico. Entretanto, todas as plantas néo
transformadas, utilizadas como controles ndo foram tolerantes ao déficit hidrico e morreram,
demonstrando que a construgdo utilizada é eficiente no processo de tolerancia a seca, pois o
aumento da expressdo da proteina DREB sob condicBes de déficit hidrico induz a expressio
de vérios genes de defesa de estruturas celulares como rd29A, corl5A, Kinl, Kin2, rd17,
erd13, rd28, erd4, rd20, erd9, erd7 e rd22 (Pellegrineschi, et al., 2002; Oono et a., 2003;

Bray et al., 2003).

2.2.3 Principais métodos de transfor magéo genética em soja

A transformacdo genética de soja tem sido um grande desafio, devido a
variabilidade genética de cultivares e as diferencas nas respostas a cultura in vitro e
procedimentos de transformacdo (Droste et a., 2002). As eficiéncias de transformagdo que
s80 reportadas nessa leguminosa sdo geralmente baixas e, como outras culturas de interesse,

0s protocol os criados séo normal mente gendtipos especificos (Somers, 2003).
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Existem dois métodos que tém sido bem sucedidos em transformacéo de
soja: O primeiro é o método de biobalistica em tecidos embriogénicos (Droste et al., 2002) e o
segundo é a transformacdo de tecidos cotiledonares por meio da bactéria Agrobacterium
tumefaciens (Olhoft e Somers, 2001). Apesar de os dois métodos serem viavels, 0S mesmos
possuem algumas limitagdes.

Plantas transgénicas derivadas do bombardeamento de microparticulas
tendem a possuir integracdo de muiltiplas cOpias do transgene em seu genoma ou a
fragmentagdo do DNA exd6geno antes que isso aconteca. Existem relatos em soja, de eventos
de insercdo de até 100 cdpias de um transgene (Reddy et al., 2003). A interacdo entre
muiltiplas cOpias pode causar silenciamento génico e dificultar o desenvolvimento de
variedades comerciai s geneticamente estaveis.

Como vantagem, pode-se citar seu procedimento répido e simples aém da
facilitagdo da transformag@o de tecidos totipotentes como pdlen, embribes, meristemas e
culturas de células além de ser um método viavel para a transformacdo de organelas (Sanford,
1990).

No caso de transformagao por Agrobacterium, ainfecgdo e regeneracéo dos
tecidos sdo dependentes da cultivar utilizada, e requer técnicos capacitados para uma melhor
reprodutibilidade dos experimentos. Além disso, essa técnica tem a vantagem de inserir um
numero de copias menor que os métodos diretos de transformagéo (Paz et a ., 2004).

A maior limitacdo na produgdo de soja geneticamente modificada utilizando
transformagdo por Agrobacterium € a baixa freqiiéncia de transferénciado T-DNA dabactéria
para tecidos de soja, mas varios laboratérios sugerem que linhagens desta bactéria que sdo
menos eficientes em transferir o T-DNA podem ser mais eficientes em introduzir inser¢oes de
copias Unicas no genoma (Gelvin, 2003). Entretanto, mesmo que normamente a

transformagdo por Agrobacterium resulte em um baixo nimero de inser¢do de copias do
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transgene, é comum encontrar cdpias em tandem de T-DNAs integrados em um unico locus, o
que torna dificil a obtengdo de uma planta com uma Unica cdpia do transgene (Kohli et al.,
1999).

O desenvolvimento de um método de transformagdo efetivo por
Agrobacterium depende do gendtipo, vigor do explante, vetor, sistema de selecdo, condicdes
de cultura e cepa da bactéria a ser utilizada para a transformacdo (Zhang et al., 2000). Relatos
indicam que o gendtipo da soja contribui para variagdo a suscetibilidade a Agrobacterium e a
regeneracdo em culturas de tecidos (Meurer et a., 1998; Donaldson e Simmonds, 2000). A
falta de um procedimento de regeneracéo eficiente que inicie uma rgpida proliferacéo de
origem unicelular no tecido e 0 uso de técnicas que causam injUrias maiores ao invés de
menores no tecido avo sdo obstéculos para a transformagdo estdvel de soja por
Agrobacterium (Santarém et al., 1998).

O aumento da eficiéncia de transformagdo tanto para biobalistica quanto
para Agrobacterium em soja, sO podera ser alcan¢ado por otimizagdes mais aprofundadas do
sistema de selegdo para ambas as técnicas, aumento da interacdo explante-patdgeno, no caso
de Agrobacterium e aprimoramento das condi¢bes de cultura para promover uma melhor
regeneracdo e recuperacdo das plantas transformadas no caso de biobalistica (Paz et al.,

2004).

2.2.4 Genes mar cador es de selecdo em plantas

Genes marcadores de selecdo séo introduzidos no genoma da planta para

expressar uma proteina com atividade enzimatica, permitindo distinguir células transformadas

de ndo transformadas (Brasileiro e Dusi, 1999).



33

O uso de genes marcadores no processo de transformagéo visa dar as células
transformadas uma vantagem seletiva, permitindo que elas cresgcam répido e melhor,
eliminando assim as células ndo transformadas. A expressdo de genes marcadores pode ser
facilmente distinguida em qualquer atividade enddgena em tecidos vegetais e permite
diferenciar o fendtipo de tecidos transformados de ndo transformados. Portanto, a
probabilidade para reconhecer células transformadas na presenca de um agente seletivo é
maior do que na auséncia, especiamente porque a taxa de transformacdo é normalmente
baixa. Em geral esses genes sdo inseridos na planta, separadamente ou ligados ao gene de
interesse no mesmo vetor de transformacéo (Brasileiro e Aragdo, 2001). De acordo com
Aragdo et al. (1996), a frequéncia de co-transformacdo € préxima a 100% quando os genes
estdo ligados e 50% quando eles estdo separados.

Os genes utilizados como marcadores de selecdo podem ser divididos em
trés categorias de acordo com 0 modo de ag&o: genes que conferem resisténcia a antibi6ticos,
genes que conferem resisténcia a herbicidas e genes marcadores para selecéo positiva.

Dentre os genes que conferem resisténcia a antibiéticos estdo o npt 11 (ou
neo) e o hpt (ou aph V).

O gene npt |1 foi isolado do transposon Tn 5 de Escherichia coli e codifica
para uma enzima chamada neomicina fosfotransferase Il (Pat: 2.7.1.95), também conhecida
como aminoglicosideo 3’-fosfotransferase Il (Ritchie e Hodges, 1993). A enzima NPT |l atua
transferindo o grupamento y-fosfato do ATP para um grupo 3-hidroxil na por¢do amino
hexose dos antibidticos aminoglicosilados, como canamicinina, neomicina, geneticina e
paromomicina, que sd0 assim detoxificados por fosforilagdo. Desta forma, ndo ocorre a
ligagdo do antibidtico a subunidade ribossomal, permitindo que ocorra a sintese de proteinas
(Norelli e Aldwinckle, 1993), pois esses antibidticos quando ativos, inibem a sintese de

proteinas em células procariotas, ligando-se a subunidade 30S e 50S dos ribossomos,



impedindo o inicio da tradugdo. Em células vegetais, esses antibioticos exercem seu efeito nas
mitocOndrias e cloroplastos, agindo da mesma maneira para evitar a sintese de proteinas.
Assim, na presenca do antibiético, o tecido da planta ira apresentar clorose causada pela falta
de sintese de clorofila, einibi¢do de seu crescimento (Brasileiro, 1999).

O gene hpt codifica para a enzima higromicina fosfotransferase (Pat:
2.7.1.119), também conhecida como aminoglicosideo 4’-fosfotransferase. Este gene foi
isolado de Escherichia coli e tem sua agdo conferindo resisténcia ao antibiético higromicina B
(Guimardes e Santana, 2003). O antibidtico higromicing, quando ativo, ocupa o sitio de
ligacdo ribossomal do fator de aongamento 2 (EF-2) em células procaridticas. Como
consequéncia, a alongamento da cadeia polipeptidica é inibida e a sintese de proteina
interrompida causando 0s mesmos sSintomas que 0s descritos para antibioticos
aminoglicosideos. A enzima codificada pelo gene hpt catalisa a fosforilagdo do grupo hidroxil
no antibidtico higromicina sendo inativado (Brasileiro e Aragéo, 2001).

Dentre as estratégias basicas ja utilizadas na manipulaco de resisténcia a
herbicidas em plantas transgénicas esta a expressdo de genes mutados que codificam para
enzimas avo modificadas no sitio de ligacdo do herbicida, o que reduz a capacidade de
ligagdo do herbicida e conseqlientemente inibicdo da enzima. Como exemplos, podem ser
citados a resisténcia aos herbicidas triazinas (que inibem a fotossintese), imidazolinonas (que
inibem a atividade da enzima AHAS, a qua catdiza a etapa inicia na biossintese de
aminoacidos como valina, leucina e isoleucind) e glifosato (que inibe atividade da enzima
EPSPS importante na biossintese de aminoacidos) (Brasileiro, 1998).

O gene ahas (ou csrl) codifica para uma forma aterada da enzima de
sintase do &cido acetohidroxil (AHAS) também conhecida como acetolactato sintase (ALS).

Essa construcdo possui uma mutacdo na posicdo 653 pares de base (pb) que resulta na
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substituicdo de uma serina por uma asparagina, produzindo uma enzima AHAS alterada néo
reconhecida pelos herbicidas da classe das imidazolinonas(Aragéo e Brasileiro, 2002).

Células meristeméticas transformadas com esse gene podem ser
selecionadas pelo uso de herbicida como Imazapyr. O processo € baseado na translocacéo
sistémica de molécula seletiva para regides meristematicas e a inativacéo da enzima AHAS
endégena. Como o agente seletivo acaba se concentrando no dpice meristemético, as células
ndo transformadas sdo mortas, favorecendo a sobrevivéncia das células transformadas que se
desenvolvem em plantas.

Esse sistema de marcador de selecdo, combinado com um protocolo
adequado, resulta em um aumento significante na recuperacdo de embrides bombardeados (de
4% para 20%, 0 numero de plantas transgénicas relatadas, para 0 nimero de embribes
bombardeados) comparado com o protocolo padréo de transformacdo de soja (Aragéo et al.,
2000).

Os marcadores de selecdo positiva agem de forma diferente, dando
vantagens seletivas as células transformadas, ndo matando as células ndo transformadas.
Neste caso, 0 gene marcador confere as células transformadas a capacidade de metabolizar
alguns compostos que ndo sdo casua mente metabolizados pela planta. A adigdo de um novo
composto a0 meio de cultura, como uma fonte de nutriente durante O processo de
regeneracdo, permite o crescimento e diferenciagdo normal das células transformadas,
enquanto as ndo transformadas ndo serdo capazes de crescer e regenerar novas plantas
(Brasileiro e Aragéo, 2001).

Dentre os genes de selecdo que fazem parte desse tipo de selecdo esta o gene
manA. O gene man codifica para uma enzima chamada fosfomanose isomerase (Patente:
EC5. 3.1.8) isolado de Escherichia coli. Na presenca do substrato manose em células

transformadas, essa enzima converte manose-6-fosfato em frutose-6-fosfato que pode ser



36

imediatamente incorporado na via metabdlica da planta. Desta forma, a manose pode ser
usada como uma fonte de carboidrato para as células transformadas o que norma mente ndo
ocorre em plantas (Joersbo et al., 1998).

O gene gus codifica a enzima B-glucoronidase (GUS) (Pat: EC 3.2.1.31) e
foi também isolado de Escherichia coli. Neste sistema, o agente seletivo € um glucoronideo
derivado de benzilaldenina (benzilaldeninaN-3-glucoronideo), uma forma inativa do
horménio citocinina em plantas. Este glucoronideo presente no meio de sele¢do € hidrolisado
pela enzima GUS presente em células transformadas com esse gene, liberando a forma ativa
da citocinina no meio. Essa citocinina € um estimulador para a regeneragdo de células
transformadas (Brasileiro e Aragéo, 2001). Uma outra forma de utilizacdo do gene GUS como
um marcador de selecdo, é a deteccdo da atividade enzimatica em tecidos vegetais atraves de
ensaio histoquimico. Pelo fato da maioria das plantas ndo apresentarem atividade enddgena de
GUS significante, a atividade de GUS em tecidos ndo transgénicos (falsos positivos) pode ser
decorrente da presenca de contaminagdes endofiticas (bactérias ou fungos). O ensaio
histoquimico é um método qualitativo, baseado na clivagem do substrato 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-glucuronideo (X-gluc) pela B-glucuronidase. O produto dessa reacdo, na presenca
de oxigénio, forma dimeros, resultando em um precipitado insollvel de cor azul. Esse ensaio
histoquimico é muito utilizados em estudos de regulacdo de expressdo génica em relacdo a
especificidade do tecido, no isolamento de promotores, na identificacdo de plantas ou tecidos
transgénicos e na otimizacao das condi¢des de transferéncia de genes.

O uso de um bom marcador de selecdo é fundamental para uma eficiente
recuperagdo in vitro de plantas transgénicas. O sucesso de um determinado marcador de
selecéo depende das caracteristicas do agente de selecdo, do gene marcador de selecéo (gene

deresisténcia) e do material vegetal utilizado (Brasileiro,1998).
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2.3. Métodos de anélise molecular de plantas geneticamente modificadas

Organismos geneticamente modificados (OGMs) podem ser identificados
por deteccdo do material genético inserido em nivel de DNA, RNAm, proteina, metabdlito ou
0 respectivo fendtipo (Brasileiro e Carneiro, 1998; Lubeck, 2002), através de vérias técnicas
como PCR (Polymerase Chain Reaction), ensaio imunol6gico ou bioensaio com herbicidas.
(Lubeck, 2002).

O método de caracterizacdo fenotipica, conhecido como bioensaio com
herbicidas permite testar a presenca ou auséncia de resisténcia a alguns herbicidas. Esse teste
consiste na germinagdo de sementes em meio contendo o herbicida especifico, onde sementes
transgénicas e ndo transgénicas mostram caracteristicas distintas. As sementes positivas
devem ser expostas a testes subsequientes para confirmagdo. Os testes de bioensaio com
herbicidas sdo baratos e Uteis como testesiniciais (Lubeck, 2002).

Imunoensaios denominados ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay)
(Engvall e Perlman, 1971) sdo métodos de deteccéo e quantificagdo das proteinas (exdgenas)
expressas apoés a introducdo do respectivo gene que a codifica. O principal componente de um
imunoensaio é um anticorpo com especificidade elevada a uma molécula alvo (proteina
exogenad). Os imunoensaios podem ser altamente especificos e as amostras necessitam apenas
de uma simples preparacdo antes de serem analisadas (Aragdo e Ribeiro, 1998; Lubeck,
2002).

A técnica de PCR, no entanto, oferece uma andlise mais precisa em estudos
envolvendo OGMs. Ensaios baseados em PCR requerem etapas que influenciam a
confiabilidade e a sensibilidade do método, como o tipo de amostra e a preparacdo da mesma
(Brown et a., 1993). Cada etapa do PCR deve ser otimizada a fim de garantir a0 método a

alta preciso que possui. A extragcdo de DNA da amostra deve possuir um rendimento maximo
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(~100%), evitando a degradagcdo do DNA e com a remog¢do dos contaminantes quimicos que
possam inibir a amplificagdo por PCR. Além disso, métodos de andlise baseados em PCR
devem incluir controles e padrdes apropriados que facilitam a verificacdo de cada andlise e
asseguram que o método esta otimizado, promovendo desse modo confiabilidade dos
resultados obtidos (Gama, 1998; Lubeck, et a., 2002).

Uma outra andlise importante em OGMs, € a detecgcdo do nimero de cOpias
do transgene inserido na planta. Essa andlise é essencia na identificacdo de eventos com
baixo nimero de copias que serdo os mais indicados para uso como evento “elite” em
programas de melhoramento. A deteccdo do nimero de cOpias pode ser realizada através de
técnicas especificas como Southern blot e PCR em tempo real.

A técnica de Southern blot, descrita por Edwin M. Southern em 1975,
detecta fragmentos de DNA especificos, em amostras de composi¢ado complexa, como DNAS
gendmicos, permitindo-se analisar seqiiéncias de DNAS exdgenos que sdo0 inseridos e
integrados no genoma da planta pelos métodos de transformagéo genética. O método consiste
na digestdo do DNA por uma ou mais enzimas de restri¢do, separagdo do produto obtido por
eletroforese em gel de agarose, transferéncia do DNA desnaturado para uma membrana de
nailon ou nitrocelulose, fixacdo do DNA a membrana e hibridizagd com uma sonda contendo
a sequéncia de interesse (Romano, 1998).

Ja atécnica de PCR em tempo real apesar de prética e eficiente requer uma
plataforma de instrumentagdo que contém um termociclador com sistema Gtico para a
excitagdo da fluorescéncia e coleta da emissdo e um computador com um software para a
aquisicdo dos dados (Novais e Alves, 2004). A técnica de PCR em tempo real, baseia-se na
deteccdo e quantificagdo de compostos fluorescentes, que emitem um sinal de luz que
aumenta na proporcao direta a quantidade do produto de PCR em uma reacéo, permitindo

monitorar a quantidade de produto gerado durante todos os ciclos (Novais e Alves, 2004;
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Ambion, 2005). O ponto em que areagdo atinge o limiar da fase exponencial, denominado de
Cycle Treshold (Cy), permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia
(Dorak, 2004). Dessa forma, os valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e
representam a quantidade de produto amplificado em tempo real (Applied Biosystem, 2005).

Existem algumas variagdes nos métodos de emissdo da fluorescéncia em
PCR em tempo real e diferentes fluoréforos estéo disponiveis no mercado e podem ser
utilizados de acordo com cada ensaio especifico, entretanto, os compostos fluorescentes mais
utilizados sdo TagMan® e SYBR® Green. No método que se utiliza uma sonda interna como
TagMan® (patente da empresa Applied Biosystems), a atividade exonuclease 5’- 3’da enzima
Taq polimerase cliva a sonda quando a mesma esta hibridizada a seqiiéncia de DNA de
interesse durante a fase de extensdo do PCR. A sonda TagMan®, que é duplamente marcada,
apresenta de um lado um fluoréforo reporter (molécula que emite fluorescéncia), e do outro
uma molécula quencher que captura a fluorescéncia do reporter enquanto a sonda estiver
intacta. Quando ocorre a separacdo das moléculas pela atividade exonuclease da enzima Taq
polimerase sob a sonda, ocorre um aumento na emissao da fluorescéncia pelo reporter, o qual
ndo é mais capturado pelo quencher, permitindo assim, a leitura pelo aparelho. Esse processo
ocorre em cada ciclo e ndo interfere no acumulo exponencial do produto de PCR (Giulietti et
al., 2001).

Outro método que oferece facilidade, baixo custo e sensibilidade, € o
método que utiliza moléculas fluorogénicas, como 0 SYBR® Green. Esse fluoréforo se liga
entre a dupla fita de DNA, e sob excitagdo da luz emitida pelo sistema laser emite uma
fluorescéncia verde (Novais a Alves, 2004). A deteccdo da fluorescéncia ocorre por um
sistema Otico durante a fase de extensdo de cada ciclo e permite monitorar a quantidade
crescente de DNA amplificado (Vizthum et a., 1999), o resultado € um aumento na

intensidade de fluorescéncia proporciona a quantidade do produto de PCR produzido. A
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desvantagem desse método é que a molécula pode se ligar a qualquer fita dupla de DNA na
reacdo, como dimero de primers ou amplicons inespecificos, podendo superestimar o produto
fina (Ambion, 2004; Novais e Alves, 2004). Assim, para diminuir ou evitar esse problema é
necessario otimizar o maximo areagéo de PCR.

A quantificagdo dos valores absolutos de DNA na determinagdo do nimero
de copias do transgene via PCR em tempo real, € entdo determinada pela geragdo de uma
curva padrédo externa com amostras de concentragdo conhecida que posteriormente é
relacionanda aos valores de fluorescéncia da amostra de interesse (Schmidt e Parrott, 2001;
Applied Biosystem, 2004). DNAs plasmidiais e transcritos € cDNAs sdo comumente
utilizados para preparar padrdes absolutos na confecgdo da curva padrdo. A concentragéo é
estimada em um valor de absorbancia de 260 nanémetros e 0 nimero de copias é convertido
utilizando o peso molecular do DNA ou 0 RNA (Applied Biosystem, 2004).

Para se detectar os niveis de expressdo com PCR em tempo real em ensaio
de quantificagdo relativa se faz a PCR tanto nas amostras experimentais quanto nas de
referéncia (controle enddgeno). Os valores relativos gerados a partir da abundancia de cada
amostra experimental sdo extrapolados a partir da curva padréo gerada por uma amostra de
referéncia. As diferencas relativas entre as quantidades de RNAm entre as amostras sdo
precisas. Quando se analisa vérias amostras, uma amostra € tipicamente designada como o
“calibrador”, e os niveis de expressdo relativo as outras amostras sdo expressas relativamente
aamostra “calibradora” (Ambion, 2004).

Além da PCR em tempo real, a andlise dos nivels de expressao de um gene
exogeno pode ser realizada por técnicas como Northern bloting, Ribonuclease Protection
Assays (RPA) (Alwine et a., 1977), Microarray (microarranjos de DNA) (Eisen e Brown,

1999) e Differential Display (DD) (Matz & Lukyanov, 1998; Martin & Pardee, 1999).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral:

¢ Obtencédo de plantas de soja geneticamente modificadas paratoleréncia a seca.

3.2. Objetivos especificos:

e Transformagdo de embriGes de soja com a construcdo rd29A:DREB1A e

rd29A: GUS pela técnica de biobalistica;

¢ Obtencdo de plantas geneticamente modificadas com a construcéo rd29A:DREB1A

erd29A:GUS,

e Avaliacdo da inducdo do promotor rd29A através da expressdo transiente em
embrides de soja e expressdo estédvel em plantas de soja, ambos transformados com a

construgdo rd29A:GUS,

e Avaliagdo da estabilidade dos eventos gerados com o cassete de expressdo

rd29A:DREB1A;

e Quantificagdo dos niveis de expressdo do fator de transcricdo AtDREBILA, pela
técnica de PCR em tempo real em plantas de soja geneticamente modificada com o

cassete de expressao rd29A: DREB1A;
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Resumo

A soja é um dos principais produtos da agricultura brasileira e move a economia nacional,
participando com pelo menos 16% do PIB do pais. Entretanto, a ocorréncia de estresses
abidticos como a seca tem afetado gravemente a cultura promovendo perdas acentuadas. A
resposta a seca em plantas é regulada por um complexo de genes, que gera uma variedade de
mecanismos fisioldgicos e moleculares de tolerancia. O conhecimento cada vez maior desses
mecanismos e 0 uso da engenharia genética, através de técnicas de transformagdo para a
introducéo de genes, tém permitido o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas
com maior toleréncia a seca. A proteina DREB1A (Dehidration Responsive Element Binding
Protein) de Arabidopsis thaliana é um fator de transcricdo responsavel pela ativagdo de uma
série de genes envolvidos na defesa celular contra a desidratacéo, que ocorre quando plantas
sd0 submetidas & seca, frio e/ou salinidade. A insercdo do vetor de expressdo contendo a
proteina DREB1A e o promotor rd29A, estresse-induzido, tem permitido o aumento da
tolerdncia & seca em varias especies como arroz, trigo, tabaco e A. thaliana. No presente
trabalho, os cassetes de expressdo rd29A:DREB1A e rd29A: GUS foram introduzidos em soja
pela técnica de biobalistica, com uma eficiéncia inicial de 1,8%. Em analises histoquimicas
com GUS e com PCR em tempo redl, foi possivel verificar aindugdo do promotor rd29A em
soja, assm como, O conseguente aumento no nivel de expressdo do fator de transcricéo
AtDREB1A em condicfes de déficit hidrico. O promotor rd29A de A.thaliana demonstrou ser
estresse-induzido em soja, promovendo a expressdo de AtDREB1A. Também foi possivel
observar a estabilidade da integragdo no genoma de soja em plantas da primeira geracéo
positivas para a presenca de AtDREB1A. Entretanto, andlises agronémicas sobre o aumento
datoleréncia ao déficit hidrico em soja estdo sendo iniciadas.

Palavras-chave: Seca, fator de transcricéo, expressao génica, biobalistica, PCR em tempo real.



Introducéo

A soja[Glycine max (L.) Merrill] € um dos principais produtos da economia
brasileira, movimentando cerca de US$ 50 bilhdes, ao longo da cadeia produtiva e
participando com pelo menos 16% do PIB do pais. Entretanto, apesar de toda a tecnologia
utilizada na cultura, a ocorréncia de estresses abidticos como a seca afeta gravemente o
desenvolvimento das plantas promovendo perdas acentuadas na produtividade (Embrapa,
2004; Conab, 2005).

Em resposta ao déficit hidrico as plantas desencadeiam um complexo de
mecanismos de respostas em varios nivels, do molecular ao agronémico (Bray, 1993; Kasuga
et a., 1999). Em nivel molecular, a expressdo de uma série de genes tem sido demonstrada
em resposta ao déficit hidrico. O produto desses genes pode ser classificado basicamente
dentro de dois grupos: aqueles que atuam diretamente na protegéo celular e agqueles que
regulam a expressdo e 0s sinais de transducdo em resposta ao estresse (Shinozaki &
Y amaguchi-Shinozaki, 1996; Wang et a., 2003; Maruyama et al., 2004).

Uma sequéncia conservada A/GCCGAC nomeada DRE (Dehydration
Responsive Element) tem sido identificada na regi&o promotora atuando como elemento de
regulacdo cis-atuante na expressdo de Varios genes em resposta a seca, alta salinidade e frio
(Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1994; Maruyama et al., 2004). A familia de fatores de
transcricdo DREB (Dehydration Responsive Element Binding) interage com a regido DRE
nos instantes iniciais da percepcdo do déficit hidrico controlando a expressdo de varios genes
como: rd29A, corl5A, Kinl, Kin2, rd17, erd13, rd28, erd4, rd20, erd9, erd7 erd22 , os quais
codificam proteinas que podem atuar como proteinas protetoras de estruturas celulares ou
fatores de transcricdo envolvidos na ativagdo de outros genes (Liu, et a., 1998; Gilmour, et

al., 1998; Oono et al., 2003).
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A utilizacdo de um promotor contendo a regido DRE regulando a expresséo
da regido codante do fator de transcricdo DREB tem demonstrado promover toleréncia a seca
e crescimento norma em plantas transgénicas quando comparado com 0 uso de expressdo
constitutiva do promotor 35SCamV (Kasuga et a., 1999; Hsieh et a., 2002; Kasuga et a.,
2004) em plantas transgénicas de tabaco, (Kasuga et al., 2004), trigo (Pellegrineschi, et al.,
2002) e Arabdopsis thaliana (Kasuga et al., 1999). A introducdo da construgcdo rd29A:
DREB1A em diferentes espécies tem demonstrado que a super expressdo do fator de
transcricdo AtDREB1A pode ser uma estratégia importante no desenvolvimento de culturas
agronomicamente importantes como a soja.

O presente trabalho teve por objetivo introduzir em soja o cassete de
expressao rd29A: DREB1A, contendo o elemento da regido promotora do gene rd29A que é
regulado em condic¢des de dessecagdo celular (Hsieh et a., 2002; Kasuga et al., 2004) e a
regido codante do fator de transcricdo DREB1A (Liu et. al, 1998; Kasuga et. a, 2004), anbos
obtidos de A. thaliana, e avadiar a inducéo do promotor rd29A em soja e 0 consequente
aumento no nivel de expressdo do fator de transcricdo AtDREBI1A durante condicOes de
déficit hidrico pela técnica de PCR em tempo real. Também foram geradas plantas com o
cassete de expressdo rd29A:GUS (Y amaguchi-Shinozaki, K. e Shinozaki, K., 1993), para
avadiar a eficiéncia de indugdo do promotor rd29A através da expressdo transiente em

embrides e expressdo estavel em plantas.
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Materiais e M étodos

Construgdes utilizadas

Os plasmidios contendo as construcbes génicas (rd29A:DREB1A e
rd29A:GUS) com o promotor estresse-induzido rd29A (Y amaguchi-Shinozaki, K. e Sinozaki,
K., 1993 e Yamaguchi-Shinozaki, K. e Sinozaki, K., 1994) utilizados na geracdo de plantas
tolerantes & seca, foram obtidos pelo acordo entre as empresas, Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) e Japan International Research Center for Agricultural
Sciences (JRCAS).

A construcdo rd29A:DREB1A inserida no plasmidio pBIG (Becker, 1990),
contém o promotor estresse induzido rd29A de A. thaliana que possui uma seqiéncia
conservada de 9pb (TACCGACAT) (Yamaguchi-Shinozaki, K. e Sinozaki, K., 1999),
nomeada DRE, essencia na regulacdo da expressdo génica sob condices de estresses como
seca, baixa temperatura e salinidade. Esse promotor ligado ao cDNA DREB1A também de A.
thaliana, codifica a proteina DREB1A que interage especificamente com a regido DRE,
aumentando a expressao de genes alvos envolvidos no processo de tolerancia a seca somente
em periodos de déficit hidrico e como terminador foi utilizado o NOS-T. J& o plasmidio pBI
(Becker, 1990) com a construcdo rd29A:GUS possui 0 promotor rd29A, ligado a regido
codante do gene gusA de Escherichia coli, que codifica para a enzima [B-glucuronidase
(GUS), uma hidrolase que cliva o substrato 5-bromo4-cloro-3-indolil- B-D-glucuronideo (X-
gluc). O produto dessa reagdo, na presenca de oxigénio, forma dimeros, resultando em um
precipitado insolGvel de cor azul.

A introducdo dos cassetes foi feita em co-transformacdo com o plasmidio

pAC 321 que contém o gene ahas de A. thaliana, com uma mutacdo na posicdo 653,
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resultando em uma substituicdo dos aminoécidos serina por asparagina, conferindo resisténcia
aos herbicidas da classe das imidazolinonas, que inibe a atividade enzimética da sintase
acetohidroxiacida, a qual catalisa 0 passo inicia na biossintese de isoleucina, leucina e valina,
aminoacidos essencias para aplanta (Aragéo et al., 2000, Aragéo et al., 2002).

Para a multiplicacdo e estoque, esses plasmideos foram inseridos em E. coli
(cepa DH50:), segundo o protocolo de Miller e Nickoloff (1995) e e etroporador Micro pulser,
Bio-Rad. A purificacdo plasmidial foi realizada em larga escala utilizando-se o Kit Wizard®
Plus Maxipreps DNA Purification System (Promega Corporation, Madison, Wi, USA cat.

A.7270).

Obtencao das plantas transgénicas por biobalistica

Os disparos foram efetuados na regido meristemética de embrides
provenientes de sementes da cultivar BR-16 sensivel a seca (Oya et al., 2004) por
co-transformacdo, com os plasmidios pBIG rd29A:DREB1A/ pAC321 e pBl rd29A:GUY
pPAC321, utilizando o protocolo desenvolvido por Aragéo et al. (2002), com agumas
alteragoes.

As sementes foram primeiramente esterilizadas em etanol 70% por 10
minutos, seguida por imersao em hipoclorito de sddio 50% por vinte minutos, e entdo lavadas
trés vezes com &gua destilada autoclavada em cémara de fluxo laminar, permanecendo
imersas em &gua destilada por um periodo de aproximadamente 16 horas.

As sementes foram entdo incisadas para a retirada dos embrides com o
auxilio de pingas e bisturis estéreis, sendo armazenadas em placa de Petri com agua destilada

para evitar a dessecacdo. Em seguida, os primordios foliares foram retirados com auxilio de



microscopio estereoscépio modelo SQZ-DSA-BI (Tecnival), para a exposicéo da regido de
meristema apical. Posteriormente, os embrides foram secos sob exposicdo ao ambiente em
papel de filtro em camara de fluxo laminar, e posicionados em placas de Petri, contendo meio
MS (Murashige Skoog Basal Medium Salt, Murashige & Skoog 1962), 3% de sacarose e 0,8%
de phytagdl e pH 5, 7, dispostos na linha de um circulo de 16mm de didmetro centralizado a
placa (zona de morte), tendo a regido do meristema apical direcionada para cima.

As construcbes de DNA foram precipitadas sob microparticulas de
tungsténio com o auxilio de CaCl, e espermidina e a introducdo das construgdes de interesse
ocorreram pelo uso do acelerador de particulas desenvolvido no Brasil.

Apds a co-transformagdo com os genes de interesse, os embrides foram
transferidos para placas contendo meio MS suplementado com benzilaminopurina (BAP — 5
mg/mL), 3% de sacarose, 0,6% de &gar e pH 5,7, onde permaneceram aproximadamente 18
horas ao abrigo da luz a 28°C para a indugdo ao multibrotamento. O embrides foram entéo
transferidos para copo plastico contendo meio seletivo com, MS, 3% de sacarose, 0,15uM de
herbicida Imazapyr, 0, 8% de agar e, vitamina Bs, pH 5,7, sendo 7 embrides em cada copo, 0s
quais foram mantidos em camara de crescimento a temperatura de 28°C, com 16 horas de
fotoperiodo e luminosidade de 50 pmols m?s* e umidade relativa acima de 80% por
aproximadamente 45 dias.

Apos esse periodo foram transferidos dois embrides multibrotados por copo
contendo arelavermiculita (1:1) autoclavadas e umidecidas com solugdo nutritiva e cobertos
com sacos plasticos para aclimatagdo. Os embribes multibrotados foram irrigados com
solucdo nutritiva a cada sete dias e mantidos por mais 28 dias em camara climatizada, até a
transferéncia para casa de vegetacdo. Apos esse periodo de 28 dias, foram transferidos para
casa de vegetacdo em vasos contendo uma mistura de terra e areia esterilizada (5:3), cobertos

com saco plastico durante sete dias para aclimatacdo, sendo substituido por saco pléstico
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furado por mais cinco dias. Apds esse periodo de aclimatacdo os plasticos foram ent@o
retirados para o desenvolvimento normal das plantas até o inicio das andlises moleculares para
a identificacdo de plantas positivas pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).
Durante o periodo em casa-de-vegetacdo foi mantida irrigacdo por gotejamento trés vezes ao

diapor cinco minutos e temperatura de aproximadamente 28°C.

Analises de PCR

Para as andlises de PCR em plantas transformadas extraiu-se DNA de discos
foliares de acordo com o protocolo estabelecido por Edwards et al. (1991). Para a
confirmagdo da inser¢do da construcdo rd29A:DREBI1A foram utilizados 3 conjuntos de
primers que amplificam diferentes regidoes dentro da construgdo. Os primers 29AP5H-F /
NosTProx-R (Figural, primers a-b) amplificam um fragmento de 1,67 kilobase (kb) , entre o
promotor rd29A e parte do terminador NOS. JA os primers Atrd29Dreb-F/ Atrd29Dreb-R
(Figural, primers c-d) amplificam um fragmento de 0,59kb entre o promotor rd29A e aregido
codante DREB1A. Enquanto os primers RTDreb-F/ RTDreb-R (Figural, primers e-f)
amplificam apenas um fragmento de 0,11kb dentro da regido codante DREB1A. A construcéo
rd29:GUS foi amplificada pelo conjunto de primers 29AP5H/NosTProx, (Figura 1, primers
ab) gerando um fragmento (a-1, b-1) de 2,85kb promotor rd29A e o terminador NOS. Para
amplificagéo da construgdo ahas utilizou-se o conjunto de primers Ahasl/ Ahas2 (Figural, g-
h) que gera um fragmento de 0,69kb entre a regido promotora e codante. As reagoes de PCR
foram redlizadas em termociclador Perkin Elmer 9600 e o produto das reagdes foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,3% e visualizados em transluminador.
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Figura 1. Construgdes utilizadas na transformagdo, rd29A:DREBI1A, rd29A:GUS e pAC32l. Os

primers utilizados para amplificagdo dos fragmentos e o tamanho dos produtos gerados estdo
indicados nafigura.
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Ensaio Histoquimico

Para avaliar a indugéo do promotor rd29A em soja, foi realizado ensaio
histoquimico, utilizando embrides que receberam tiros com microparticulas contendo o

plasmidio pBI rd29: GUS e foliol os provenientes de plantas positivas para essa construcao.

Expressdo transiente em embrides de soja

Os embrifes transformados apos serem retirados do meio de inducdo ao
crescimento, foram submetidos a um periodo de desidratacéo celular entre 1 e 4 horas de
exposicado a temperatura de 37°C em estufa. Apos esse periodo de indugdo ao déficit hidrico
foi adicionado o tamp&o de reacdo X-Gluc, em um volume suficiente para cobrir as amostras.
A placa contendo as amostras foi vedada e incubada no escuro a uma temperatura de 37°C,
por aproximadamente 16 horas. Ao fina desse tempo o tampdo de reagdo foi retirado e
adicionou-se etanol 70% para interromper a reagao e armazenar as amostras, as quais foram

visualizadas em microscépio estereoscopio modelo SQZ-DS4-BI (Tecnival).

Expressdo estavel em plantas de soja

Em cada plantac P1234, P1251 e P1263A positivas para a construgdo
rd29A:GUS foi coletado um foliolo, e como controle, foi coletado um foliolo de uma planta
positiva para construcdo 35S.GUS, com expressdo constitutiva. Os foliolos de cada planta

foram divididos em oito partes correspondendo aos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180
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minutos de desidratacdo celular. Esses foliolos foram colocados em placa Petri e levados a
estufa a 37°C para a inducéo do promotor rd29A. Ao final de cada tempo determinado, foi
adicionado o tamp&o de reagdo X-GLUC em cada amostra em um volume suficiente para
cobrir as amostras. A placa contendo as amostras foi vedada e incubada no escuro a
temperatura de 37°C, aproximadamente 16 horas. Ao final desse tempo o tamp&o de reagdo
foi retirado e adicionou-se etanol 70% para interromper a reacdo, retirar a clorofila dos
foliolos e armazenar as amostras, as quais foram visualizadas em microscopio estereoscopio

modelo SQZ-DS4-BI (Tecnival).

Analise da expressdo génica

O nivel de expressdo do transgene AtDREBIA foi analisado na planta

parental nomeada P58-R0 e em uma planta pertencente a sua progénie nomeada P58-R1-01.

Para analisar o nivel de expressdo na planta P58-R0O foi realizado um experimento de

suspensdo da irrigacdo (Exp.1) e para analisar o nivel de expressdo na planta P58-R1-01 foi

realizado um experimento de desidratagcdo celular (Exp.2).

Coleta material biolégico

Experimento 1 - Suspensdo da irrigacéo

A irrigacdo foi suspensa por 36 horas no vaso da planta P58-R0 e mais trés

plantas positivas para GUS. A planta positiva parainser¢do de AIDREB1A, nomeada P58-R0
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teve as amostras de folhas coletadas em trés condigOes diferentes. A primeira coleta foi
realizada apos a planta ser submetida ao déficit hidrico total (suspensdo de irrigagdo por 36
horas, 30°C + 2°C; UR 60% + 5%), a segunda coleta ocorreu 30 dias apés a reidratagéo, sendo
coletado parte de um novo foliolo que ndo foi submetido ao estresse e parte de um foliolo ja
existente durante o estresse. Como controles negativos foram coletados, foliolos da planta

transformada, mas ndo positiva nomeada 232, e da planta ndo transformada, nomeada BR-16.

Experimento 2 — Desidratacdo celular

Para a andlise da expressdo génica da planta P58-R1-01, foram coletados
dois foliolos pertencentes a0 mesmo trifélio em cada planta utilizada no experimento. As
plantas utilizadas foram: P58-R0 e P58-R1-01 positivas para a construgdo rd29A:DREB1A e
como controles negativos foram utilizadas as plantas BR-16 ndo transformada e AHAS
transformada apenas com o gene ahas. Um foliolo correspondeu ao tempo O min. (utilizado
como controle da expressdo do gene AtDREB1A) e o segundo foliolo foi utilizado no
tratamento de desidratacdo celular por 90 min sob exposi¢do aluz solar em casa de vegetagéo,

(30°C + 2°C; UR 60% =+ 5%) para ainducdo do promotor rd29A e expressio de AtDREB1A.

Extracdo RNA

Os foliolos foram coletados em nitrogénio liquido e, posteriormente,
armazenadas em freezer a—80°C. A extracdo de RNA total foi feita utilizando reagente trizol

(Invitrogen — Life Technologies), conforme recomendacdes do fabricante.

Omi

A0



Transcricdo Reversa (Producéo de cDNA)

As reagOes de transcricdo reversa ocorreram utilizando-se a enzima
transcriptase reversa (Moloney Murine Leukemia Virus - M-MLV) para obtengdo do cDNA

de acordo com Panchuk et a. (2002).

PCR em tempo real

Para cada gene (rd29A:DREB1A e RNAr 18S), primeiramente foi realizada
uma curva de eficiéncia de amplificacdo, conforme recomendado pela Applied Biosystems,
Foster, CA, USA. Para gerar esta curva foi feita uma série de diluigdes do cDNA (10, 107
102, 10®), sendo a placa do experimento montada em triplicata tanto para o gene alvo quanto
para o enddgeno, o que permitiu verificar a eficiéncia de amplificacdo dos primers nareagéo e
amelhor concentragdo a ser utilizada. Os parametros de ciclagem para as reagOes foram 50°C
por 2 min., 95°C por 2 min., e 45 ciclos de 95°C por 15 seg., 55°C por 30 seg. e 72 °C por 30
seg., sendo os dados coletados na fase de extensdo (72°C). O gene RNAr 18S (n°. de acesso:
X02623.1) foi utilizado como controle endégeno em cada tratamento para a normalizacéo das

amostras.

A magnitude do sinal de fluorescéncia produzido por cada reagéo durante os
ciclos de PCR, é indicado pelo valor de ARn, que é calculado pela subtragdo da intensidade
do sinal de fluorescéncia (Rn) e da linha de base. O threshold é a linha cuja intersec¢do com a

curva de amplificagdo define o Ct e é calculado a partir do ciclo 3 ao 15.
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Para o cllculo de quantificagdo relativa foi utilizado o método Ct. Onde o
nivel de expressdo (RQ) é calculado pela subtracdo do Ct da amostra de cada tratamento com
o Ct do controle enddgeno, gerando o ACt. Este valor de ACt dos tratamentos é subtraido do
valor de ACt da amostra controle (calibrador), resultando num valor de AACt. O vaor de RQ
agora é calculado pela féormula 2 **“!, onde o valor 2 representa a somatéria da eficiéncia do
gene alvo (100%-=1) e do controle enddgeno (100%=1) obtidos através da curva de eficiéncia
de amplificacdo. As andlises de quantificagdo relativa seguiram 0s mesmos parametros de
ciclagem e coleta de dados das amostras, utilizados para gerar a curva de eficiéncia de
amplificagcdo. Os resultados foram analisados pelo programa Sequence Detection (Perkin

Elmer).

Os primers utilizados nas reacdes, foram desenhados pelo programa Primer
Express (Applyed Biosystems, Foster, CA, USA), proximo a regido 3" do gene, obtendo
amplicons de aproximadamente 150 pares de base (pb). As reaces de PCR foram realizadas,
em termociclador 7300 Real Time System (Applied Biosystem, Foster, CA, USA), utilizando-
se o Kit Platinum® SYBER® Green gPCR SuperMix UDG (Invitrogen — Life Technologies),

conforme recomendacdes do fabricante.

Resultados

Andlisesde PCR

No periodo de sete meses foram transformados 9484 embrifes. Entretanto,

de 4493 embrides bombardeados e transferidos para casa de vegetacdo, um total de 1598

embrides multibrotados se regeneraram e se desenvolveram, sendo 941 plantas testadas por
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PCR para presenca do transgene (Tabela 1). Como resultado da amplificacdo por PCR, 17
plantas (1.8% das plantas analisadas por PCR) foram confirmadas possuir o transgene (Tabela
2), 0 eguivalente a 0.38% de embrides regenerados em relagdo aos 4493 embrides
transformados. Entretanto, essa taxa pode ser superior ao final das andlises em plantas a serem
testadas que estdo em casa de vegetacao.

Até o momento, a transmissao do transgene foi confirmada em 4 individuos

pertencentes a progénie da primeira geracdo da planta P58-RO0.

Tabelal. Resultados obtidos pelo processo de transformagéo

No. de plantas positivas confirmadas

No. de embrides No. of plantas No. of plantas No. de plantas ainda a
Data Co-transform.*** usados para trasnferidas para transferidas para casa No. de plantas serem testadas em por PCR
Transformagéo = - = testadas por PCR**** «
trasnformagdo  areia :vermiculita de vegetagdo casa de vegetagdo**** AHAS DREB GUS Total
16/2/2005 Ahas/Dreb 206 135 73 30 43
17/2/2005 Ahas/Dreb 139 91 51 29 12
18/2/2005 Ahas/Dreb 203 162 79 34 45 1 1 1
23/2/2005 Ahas/Dreb 227 141 66 51 15
24/2/2005 Ahas/Dreb 359 260 162 165 3 2 2 2
25/2/2005 Ahas/Dreb 216 147 98 31 67 1 3 3
26/2/2005 Ahas/Dreb 98 69 41 34 7 5 6 6
2/3/2005 Ahas/Gus 213 128 63 58 5
3/3/2005 Ahas/Dreb 376 271 97 48 49
4/3/2005 Ahas/Gus 195 151 88 67 21 1 1 1
5/3/2005 Ahas/Dreb 191 129 39 28 11
9/3/2005 Ahas/Dreb 266 209 133 73 60
10/3/2005 Ahas/Gus 273 198 119 66 53
11/3/2005 Ahas/Dreb 135 98 44 27 17
16/3/2005 Ahas/Gus 275 208 63 24 39
17/3/2005 Ahas/Dreb 399 240 143 93 50
18/3/2005 Ahas/Dreb 212 130 76 35 41
23/3/2005 Ahas/Dreb 248 162 99 35 64
24/3/2005 Ahas/Dreb/Gus 262 138 64 13 51 4 3 1 4
Subtotal - 4493 3067 1598 941 653 14 15 2 17
Sobrev.* . . 68%" SRR 5896+(20%)* - . . 1.8%*#(0.38%)
30/3/2005 Ahas/Gus 238 120 33 (N&o testadas) (Nao testadas)
6/4/2005 Ahas/Dreb 219 116 38 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
8/4/2005 Ahas/Dreb 162 130 76 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
13/4/2005 Ahas/Gus 195 102 27 (N&o testadas) (Nao testadas)
15/4/2005 Ahas/Dreb 127 73 14 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
29/4/2005 Ahas/Dreb 283 54 4 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
11/5/2005 Ahas/Gus 245 113 8 (N&o testadas) (Nao testadas)
19/5/2005 Ahas/Dreb 216 132 54 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
25/5/2005 Ahas/Gus 268 103 48 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
10/6/2005 Ahas/Dreb 268 130 35 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
15/6/2005 Ahas/Gus 213 80 41 (Né&o testadas) (Né&o testadas)
22/6/2005 Ahas/Gus 100
29/6/2005 Ahas/Dreb 236
1/7/2005 Ahas/Dreb 414
6/7/2005 Ahas/Gus 121
8/7/2005 Ahas/Dreb 126
13/7/2005 Ahas/Dreb 203
15/7/2005 Ahas/Dreb 366
20/7/2005 Ahas/Dreb 320
22/7/2005 Ahas/Dreb 161
27/712005 Ahas/Gus 235
5/8/2005 Ahas/Dreb 275
Total - 9484 4220 1976 941 ? - - - -
Survival ratio* - - - - - ? - - - -

* Porcentagens em relagéo ao valor da etapa anterior

**Porcentagens entre parénteses sdo sempre em realagdo ao nimero inicial de embrides bombardeados
*** Cotransformag&o dos plasmidios pBIG rd29:Drebl1A ou pBI rd29:Gus com pAC321 (Ahas).
***Plantas sem tamanho suficiente para serem testadas ou ja mortas.



Tabela 2. Relacédo das plantas positivas para as construgdes rd29:
Dreb1A, rd29:Gus e Ahas

NUmero de
- ~ Data da
plantas Identificagéo ~ Transgene
" Transformacéo
postiivas

Ahas/Dreb-45A 18/02/2005 Ahas, Dreb
Ahas/Dreb-27C 24/02/2005 Ahas, Dreb
Ahas/Dreb-31A 24/02/2005 Ahas, Dreb

Ahas/Dreb-54A 25/02/2005 Dreb
Ahas/Dreb-56A 25/02/2005 Ahas, Dreb

Ahas/Dreb-57A 25/02/2005 Dreb

Ahas/Dreb-63B 26/02/2005 Dreb
Ahas/Dreb-58B 26/02/2005 Ahas, Dreb
Ahas/Dreb-66B 26/02/2005 Ahas, Dreb
10 Ahas/Dreb-59B 26/02/2005 Ahas, Dreb
11 Ahas/Dreb-61A 26/02/2005 Ahas, Dreb
12 Ahas/Dreb-62A 26/02/2005 Ahas, Dreb
13 Ahas/Gus-55A 04/03/2005 Ahas, Gus
14 Ahas/Dreb-539A 24/03/2005 Ahas, Dreb
15 Ahas/Dreb-382B 24/03/2005 Ahas, Dreb
16 Ahas/Dreb-345A 24/03/2005 Ahas, Dreb
17 Ahas/Gus-440B 24/03/2005 Ahas, Dreb
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Os resultados foram confirmados por diferentes reacdes de PCR utilizando

conjuntos de primers, respectivos as construgdes, rd29A:DREB1A, rd29:GUS e ahas ,

conforme descrito nafigura 1. Os géis confirmando a presenca do transgene sdo apresentados

nafigura?2.
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Primers , RTDrebF / RTDrebR

Primers Atrd29Dreb-F / R 600pb
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Figura 2: Exemplos de géis de agarose utilizados na confirmagdo do gene inserido.

Ensaio Histoquimico
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Através do ensaio histoquimico foi possivel identificar a inducdo do
promotor rd29A em tecido foliar sob condic¢des de desidratacéo celular e verificar a eficiéncia
do processo de transformacéo em embrides. Esses resultados confirmam a eficiéncia do
promotor rd29A em plantas de soja e a inser¢ao do transgene pela técnica de biobalistica em

plantas positivas parainser¢éo da construcado rd29A: GUS, detectadas por PCR (Figura 3).

180 150’ 120’

- LN

\L

Figura 3: Ensaio histoquimico demonstrando a expressdo de GUS dirigido pelo promotor rd29A em
embrides de soja () e tecido foliar (b), induzidos por desidratagdo celular. A- 35S.GUS, controle. B-
rd29A:GUS planta P1234. C- rd29A: GUS planta 1251. D- rd29A: GUS plantal263A.
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Analise da expressao génica

A andlise quantitativa feita por PCR em tempo real (RT-PCR) permitiu
verificar os niveis de expressdo do fator de transcricdo AtDREBIA introduzido na plantas
P58-R0 (parental) e P58-R1-01 (progénie), e demonstrou gque o transgene € diferencialmente
expresso em condic¢des de déficit hidrico.

Para verificar a eficiéncia de amplificagdo de cada gene na reagdo, uma
relacdo linear entre o ciclo em que a fluorescéncia foi detectada (Ct) e o log da concentragéo
de DNACc foi produzida (Figura 4). Conforme diminui a concentragdo de cDNA, aumentou o
nuimero de ciclos necessarios para a detecgdo da fluorescéncia (Ct). O resultado da curva de
eficiéncia permitiu verificar que as faixas de concentragdes utilizadas para os genes
AtDREB1A e GmRNAr 18S produziram um coeficiente de determinaco linear R?= 0.99, o
que permite utilizar esta faixa de concentracdo nas andlises de expressdo sem que ocorra

problemas de detecgéo.

Standard Curve

Ct

Log CO

Figura4: Curvade eficiéncia dos genes GmRNAr 18S(Rosa) e AIDREB1A (Verde).
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Ap6s 36 horas de déficit hidrico, foi detectado aumento do nivel de
expressdo do fator de transcricdo AtDREB1A na amostra coletada da planta P58-RO no
experimento 1. Trinta dias ap6s a reidratacdo, ainda foi detectado aumento do nivel de
expressao na folha remanescente ao estresse. Entretanto, apesar de detectado algum nivel de
fluorescéncia nas plantas controles, o mesmo foi extremamente inferior quando comparado

aos niveis das folhas em plantas submetidas ao déficit hidrico (Figurab).

A planta P58-R0 contendo a construgdo rd29A: DREB1A em condicéo de
déficit hidrico apresentou toleréncia a0 estresse e retomou o crescimento normal apds a
reidratacdo, em contraste, as plantas transformadas com a construcdo rd29A:GUS ndo

apresentaram toleréncia ao déficit hidrico.

Depois do estresse
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Nivel de Expresséao

Tratamentos

Figura 5: Nivel de expressdo do transgene AtDREB1A em soja no experimento 1, correspondente aos
tratamentos utilizados. plantas controle negativo (P232 e BR-16), P58-R0 estressada (24 horas apés a
planta ser submetida a déficit hidrico total) P58-R0 depois estresse (30 dias ap0ds a reidratacdo), P58-
RO néo estressada e branco (sem DNA).
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No experimento 2 de desidratacdo celular, a inducdo do promotor rd29A
ocorreu dentro de 90 minutos, assim como 0 aumento no nivel de expressdo do fator de
transcricdo AtDREB1A, nos foliolos das plantas P58-R1 e P58-R0 (Figura 6). Entretanto as
amostras utilizadas como controle negativo para a inser¢do da construgéo rd29A:DREB1A
novamente apresentaram deteccdo de fluorescéncia, porém inferior aos niveis obtidos pelo
fator de transcricdo AtDREB1A. Isso ocorreu pela formacdo de dimeros de primers, como
verificado na curva de dissociagdo (Figura 7) e eletroforese em gel de poliacrilamida do
produto amplificado (Figura 8).

Esses resultados indicam que promotor rd29A de A. thaliana regula a

expressao do fator de transcricio DREB1A durante o déficit hidrico em soja e confirma a

estabilidade do transgene na planta P58-R1-01 pertencente a progénie da planta P58-RO0.
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Figura 6: Nivel de expressdo do transgene AtDREB1A em soja sob condi¢des normais e tratamento de
desidratacéo celular durante 90 minutos. Amostras: Ahas e BR16, utilizadas como controles negativos;
P58-R0 e P58-R1-01, contendo o gene alvo e branco.
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Dissociation Curve
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Figura 7: Curva de dissociagdo para o gene AtDREBIA. O circulo em vermelho indica a formagao de
dimeros de primers.
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Figura 8: Gel de poliacrilamida do gene AtDREB1A amplificado pelatécnica de PCR em tempo real.



Discussao

O desenvolvimento da biologia molecular associado a tecnologia de
transformagdo genética tem permitido o desenvolvimento de estratégias que possibilitem a
geracdo de plantas mais tolerantes a condicfes de déficit hidrico através da manipulagéo de
genes que protegem e mantém o funcionamento e a estrutura de componentes celulares (Wang
et a., 2003; Maruyama et al.; 2004). Através do processo de transformagéo por biobalistica,
foi possivel introduzir a construcdo rd29A:DREB1A em soja, gerando uma eficiéncia inicia
de 1,8%. A transmissdo do transgene foi confirmada em individuo pertencente a geragcéo R1
(planta P58-R1-01).

A andlise histoquimica de indugdo do promotor rd29A pela expressdo da
enzima B-glucuronidase (GUS) demonstrou que o promotor rd29A foi induzido por
desidratacdo. O controle da expressdo génica € uma caracteristica importante para a
transferéncia genética quando relacionado ao fator de transcricio DREB1A, que controla a
expressao de uma série de genes em resposta a estresse como seca. A expressao constitutiva
de AtDREBI1A pelo promotor 35S promove efeitos negativos no crescimento, afetando o
desenvolvimento da planta como detectado em A. thaliana (Kasuga et al., 1999), tomate
(Hiesh et al., 2002) e tabaco (Kasuga et a., 2004). Entretanto, a expressdo de AtDREB1A
controlada pelo promotor rd29A estresse induzido pode diminuir esses efeitos e promover
tolerdncia a seca permitindo o aumento no nivel de expressdo de AtDREB1A apenas em
condicbes de déficit hidrico (Kasuga et a., 1999; Kasuga et. a; 2004). Uma outra
caracteristica importante, € que esse promotor € induzido em todos os tecidos da planta,
incluindo folhas e raizes, os quais funcionam como 0Orgaos importantes na percepcao e
sinalizacdo do estresse durante o déficit hidrico (Y amaguchi-Shinozaki, K. e Shinozaki, K.,

1993). A atividade de GUS foi detectada em tecidos foliares sob condicéo de desidratacéo,
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mas a analise em raizes e outras partes da planta ainda precisam ser realizadas, assim como a
quantificacdo da atividade da B-glucuronidase em extratos de tecidos transformados, através
de ensaio fluoromético. A diferenca de expressdo observada em foliolos, pode ser devido a
diferencas no tamanho das amostras, idade foliar ou nUmero de copias inseridas.

A proteina DREB1A contém uma regido basica na extremidade N-terminal,
gue atua como um sinal de localizag&o nuclear e uma regido écida na extremidade C-terminal
que funciona como um dominio de ativagdo transcricional em plantas (Y amaguchi-Shinozaki
et a, 2002; Liu et a, 1998). Uma série de genes downstream a DREB1A tem sido
identificados e classificados em dois grupos. O primeiro grupo inclui proteinas que funcionam
em resposta direta ao estresse como proteinas LEA, proteinas anticongelamento, proteinas
hidrofilicas, proteinas que se ligam a0 RNA, enzimas necessarias para a biossintese de
acUcares e inibidores de proteases. O segundo grupo contém fatores protéicos envolvidos na
regulacdo do sinal de transdugdo como outros fatores de transcri¢éo e enzimas envolvidas no
metabolismo de receptores presentes na membrana plasmética (Oono et. al, 2003; Maruyama
et a., 2004). O nivel de expressdo do fator de transcricdo AtDREB1A foi altamente expresso
em condic¢des de déficit hidrico, sugerindo a ocorréncia de aumento nos niveis de expressao
de genes up-regulados por DREB1A. Os niveis de expressdo de AtDREB1A analisados em
foliolos dessa planta apresentou uma variagdo que pode estar relacionada ao inicio do estresse
ou sgja, a ativacdo do promotor e final do estresse, indicando a regulacdo pelo promotor e
eficiéncia no aumento do nivel de expressdo de AtDREB1A em soja.

A diferenca observada entre os niveis de expressédo nos foliolos de P58-R1 e
P58-R0 apesar de submetidos a0 mesmo periodo de estresse (90 minutos - experimento 2)
podem ser relacionados a diferencas no estadio de desenvolvimento da planta, tamanho e
idade foliar. O nivel de expressdo detectado nas amostras transgénicas utilizadas como

controle no nivel de expressdo de AtDREBIA (tratamento O min) pode estar relacionado a
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agitagdo mecénica, no momento em que os foliolos foram destacados das plantas (Gilmour et
al., 1998). Entretanto, em A. thaliana o nivel de expressdo do transgene AtDREBI1A foi
expresso acima dos niveis do gene DREB1A enddgeno mesmo em condigdes controles, sem a
inducdo ao déficit hidrico (Kasuga et a. 1999). Andlises sobre 0 aumento do nivel de
expressao de genes por DREB1A e tolerancia ao déficit hidrico em soja estdo sendo iniciados.
Considerando a complexidade do mecanismo de resposta ao déficit hidrico
ocasionado por seca, que pode variar de acordo com a intensidade e tempo de estresse, 0s
resultados iniciais indicam que a expressdo de DREB1A dirigida pelo promotor rd29A ambos
de A. thaliana podem promover toleréncia a seca em soja por transferéncia genética.
Entretanto, andlises mais precisas em niveis moleculares, fisioldgicos e agrondmicos estéo em
andamento para avaliar a eficiéncia desta estratégia na redugéo das perdas durante a seca em
condi¢Bes reais de campo. A tecnologia de transferéncia genética e a biologia molecular

demonstram ser eficiente no desenvolvimento de gendtipos de soja tol erantes a seca.
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5. Consideracfes Finais

Para a total expressdo do potencia produtivo da agricultura brasileira, as
condi¢bes de lavoura as quais as culturas sdo submetidas devem ser Gtimas. Entretanto,
estresses abi 6ticos como a seca, tem reduzido significativamente os rendimentos das lavouras
e restringido as areas onde culturas comercialmente importantes como a soja podem ser
plantadas. A adog&o de estratégias que auxiliem as plantas a tolerar periodos prolongados de
estiagem visando aumentar a tolerncia & seca, sd0 imprescindiveis na manutencdo da
produtividade agricola brasileirae mundial.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, foi aberta a
possibilidade de isolar e clonar genes de diferentes organismos, assim como introduzi-los e
expressa-los em diferentes espécies. Técnicas de engenharia genética, aliadas a técnicas de
transformagdo vegeta, tém permitido ndo so identificar genes envolvidos na resposta ao
déficit hidrico, mas também modificalos de forma a expressé&-los em plantas geneticamente
maodificadas objetivando aumento natoleréncia a seca.

A inser¢do do cassete de expressdo rd29A:DREB1A de A. thaliana no
genoma de plantas, é uma estratégia que tem demonstrado aumento de tolerancia a seca em
diferentes espécies vegetais. Uma caracteristica importante no aumento de toleréncia a seca
promovida por esta estratégia € a ativagdo de uma ampla categoria de genes envolvidos na
defesa celular contra a desidratagdo. Outro ponto chave desta estratégia € o fator de
transcricdo AtDREB1A ter sido colocado sob o controle do promotor estresse induzido rd29A,
0 que possibilita a expressdo da proteina AtDREBI1A ocorra apenas em condicdes de déficit
hidrico, ndo interferindo assim no crescimento da planta quando esta se encontra sob

condi¢des normais de disponibilidade hidrica.
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O presente trabalho permitiu observar que em condigdes de déficit hidrico, o
promotor rd29A de A.thaliana demonstra ser ativado em soja, pela proteina GmDREB1A
endégena da soja, pois sob condi¢des de desidratacdo celular ocorreu aumento do fator de
transcricdo AtDREB1A, introduzido pela técnica de biobalistica. Entretanto, andlises sobre o
aumento do nivel de expressao dos genes de defesa induzidos por AtDREB1A no genoma de
soja, assim como, 0 possivel aumento na tolerancia ao déficit hidrico e seus efeitos nos
parametros agrondmicos da cultura estéo sendo iniciadas.

Considerando a complexidade dos mecanismos de respostas ao déficit
hidrico, o uso de técnicas de transformacdo para a introducdo de genes e a utilizagdo de
estratégias moleculares na engenharia genética de rotas metabdlicas agronomicamente
importantes podem facilitar o desenvolvimento de novas variedades com maior tolerancia a
seca. Os eventos gerados serdo de grande importancia em programas de melhoramento,
possibilitando que a caracteristica de tolerdncia ao déficit hidrico sgja introduzida em
diferentes gendtipos de soja, podendo desta forma atender interesses agronémicos
determinados e auxiliar na reducéo das perdas ocasionadas por secas que constantemente tem

afetado a cultura da soja.
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ANEXOS| — Protocolos

1. Células Eletrocompetentes de Escherichia coli

Obter colénias isoladas apartir do estoque em glicerol, crescer uma coldnia overnight
em 10mL de meio LB a 37°C, a 200 rpm (pré-inocul o).

Inocular 5mL do pré-inéculo em 500mL de meio LB e crescer a 37°C com agitacdo
300 rpm, até aingir ODggp 0,5a0,7.

Manter as células no gelo por aproximadamente 20 min. Assepticamente, transferir as
células para tubos de centrifuga pré-resfriados em gelo.

Centrifugar a 7.500 rpm por 15 min a4°C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet com 500mL de glicerol 10% gelado.

Centrifugar a 7.500 rpm por 15 min a4°C.

Descartar 0 sobrenadante e ressuspender o pellet com 250mL de glicerol 10% gelado.

Centrifugar a 7.500 rpm por 15 min a4°C.

Descartar 0 sobrenadante e ressuspender o pellet com 20mL de glicerol 10% gelado.
Transferir para tubos de 30mL estéril e centrifugar a 7.200 rpm por 15 min a4°C.

Descartar 0 sobrenadante e ressuspender o pellet em 1 a 2mL de glicerol 10% gelado.

Alicotar em eppendorf e armazenar a- 80°C por até 6 meses.
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2. Transformacéo Via Eletr opor acéo

No processo de transformagéo por eletroporacéo foi seguido o protocolo de
Miller & Nickoloff (1995). O aparelho utilizado para a transformacéo foi um eletroporador
Micro pulser, Bio-Rad.

Preparar 0 eletroporador para 2.5 kV, 25nt, preparar o controlador de pulso para 200
ou 400 ohms. O controlador de pulso é necessario quando altas voltagens séo aplicadas
sobre curtas distancias entre el etrodos em amostras com alta resisténcia

Misturar 40nL de células eletrocompetentes em eppendorf 1,5mL com 2ni de DNA
(5pg a0.5ng de DNA plasmidial). Misturar a solugcdo no tubo gentilmente e incubar no
gelo por 1 min.

Transferir o DNA e as células para a cubeta pré-resfriada em gelo, agitar levemente
para acomodar as células no fundo da cubeta, secar o gelo e a agua da cubeta.

Colocar a cubeta na camara do eletroporador. Aplicar o pulso.

Remover a cubeta e imediatamente adicionar 1mL de meio SOC. Transferir a
suspensdo de células para tubo Falcon de 15mL estéril e incubar a 37°C por 1 h com
agitacéo de 225 rpm.

Espalhar com ac¢a 60nL de IPTG/X-Gd (50m de IPTG 0,1M e 10m_ der X-Gal

50mg/mL) em placas com L B/antibiético (100ny/placa), deixar secar por 30 min.
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3. Transformacao por biobalistica

3.1 Assepsia de Sementes de Soja para Transformacdo por Biobalistica

Pesar 70 g de sementes da variedade conquista e estas serdo deixéalas em

etanol 70% por 10 minutos;
Passar para hipoclorito 1 % (V/V) por 20 minutos;
Lavar com &gua destilada autoclavada em fluxo, e deixar hidratar “overnight”;
Enxaguar novamente com agua destilada autoclavada e deixar no recipiente até

gue sgjam retirados os embrides,

3.2 Retirada dos Embrides

Em um fluxo laminar, com auxilio de pincas e laminas de corte estéreis,
separar os embrides dos cotilédones tomando cuidado para a ndo contaminagdo dos
embrides e danificacdo de seus primordios foliares;

Armazenar os embrides em placa de Petri esterilizada contendo &gua destilada
também estéril;

Retirar os primérdios foliares com auxilio de microscopio estereoscopio;

Secar os embrides em papel de filtro com o dpice embrionario voltado para

cima, mas evitar a dessecagao;

Obs. Essa etapa € de grande importancia, pois a &gua atrapalha a €ficiéncia da

transformacdo servindo como barreira na passagem das microparticulas as quais refratam.
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3.3 Preparo de placas de suporte para o bombardeamento

Para 200 embrides preparar 16 placas pequenas contendo sais Murashige e

Skoog Basal (MS), 3% sacarose e 0,8% phytagel em pH 5,7

Obs: E recomendével a utilizagio de phytagel (0,8 %) como agente solidificante
do meio de cultura, pois este impossibilita a desagregacdo do meio de cultura durante

aformacdo do vécuo para o bombardeamento devido asua ligacéo idnica.

Cada placa comporta 20 embrides que sdo colocados em pocinhos feitos
manualmente com o auxilio de uma pinga dentro do raio de distribuicdo das
microparticulas, e fora da “zona de morte”, que corresponde aregido central onde a
onda de choque é mais intensa;

Obs: Explantes que sdo posicionados na “zona de morte”, geralmente ndo sobrevivem

apos o impacto da onda de choque.

Figura 1. Eixo embrionario apos retirada dos cotilédones (a). Eixo embrionério apos retirada
da folhas primarias (b). Embrides distribuidos em placa com meio MSphytagel com e a
regido apical voltada para o centro da placa, pronta para bombardeamento (c).
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3.4 Preparo das microparticulas de tungsténio para bombar deamento

Pesar 60 mg de microparticulas de tungsténio M 10 suficiente para 100 tiros
aproximadamente;
Transferir para um tubo de microcentrifuga e, a ele acrescentar 10 mL de
etanol 70%;
Homogeneizar vigorosamente a mistura em um agitador durante 15 min., na
velocidade mais baixa;
Centrifugar a 15.000 x g durante 5 min;
Remover 0 sobrenadante e descarté&-1o;
Adicionar ao tubo 1 mL de &gua destilada estéril;
Homogeneizar vigorosamente em agitador;
Centrifugar a 15.000 x g hovamente por 5 min;
Descartar o sobrenadante e realizar a operacéo de lavagem mais duas vezes,
Apbés a Ultima lavagem, descartar o0 sobrenadante e ressuspender as

microparticulas em glicerol 50 % (V/V);



3.5 Precipitacdo do DNA sobre as microparticulas

Toda vez que se for bombardear transferir uma aliquota de 50 mL da suspensédo
de microparticulas (60 mg/mL) para um tubo de microcentrifuga (Eppendorf ® 1,5
mL);

Se as microparticulas j& estiverem preparadas, homogeneizé-las em sonicador
por 15 min;
Obs. Este procedimento € importante para uma precipitacdo uniforme, evitando a
aglomeracao e conseguiente desuniformidade na quantidade de microparticulas a serem

transferidas para microtubos.

Apbs a transferéncia das microparticulas adicionar 12 mL de DNA ao tubo (6
no);
Homogeneizar a suspensao vigorosamente com auxilio de uma micropipeta;
Acrescentar amistura 50 nL de CaCh (2,5 M) e homogeneizar rapidamente
agitando-se a parte externa do microtibo com as pontas dos dedos;
Adicionar 20 nL de espermidina (0,1 M) na solucéo;
Homogeneizar rapidamente e incubar a temperatura ambiente sob agitacdo
lenta durante 10 min;
Centrifugar durante 10 segundos (spin);
Remover o sobrenadante cuidadosamente e descarté-|o;
Acrescentar ao tubo 150 L de etanol absol uto;
A amostra sera homogeneizada novamente agitando-se a parte externa do tubo
com auxilio dos dedos evitando a ressuspensdo do sedimento;

Centrifugar a 15000 x g durante 10 seg;
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Remover o sobrenadante e repetir o procedimento de lavagem com etanal;
Descartar o sobrenadante e adicionar 24 ni de etanol absoluto aamostra;
Homogeneizar novamente a amostra e distribuir aliquotas de 3,2 m_ na regido
centra de cada membrana carreadora previamente posicionada no suporte de
membranas. Cada precipitacdo € o suficiente para a preparacdo de 6 membranas
carreadoras contendo microparticulas cobertas com DNA,;
Estocar estes suportes em uma placa contendo dissecante ( silicagel );
Obs: Este passo € importante, pois a exposi¢ao das microparticulas cobertas com DNA a
condicbes de umidade relativa do ar acima de 50%, favorece a aglomeracdo das

microparticul as resultando em reducdo na frequiéncia de expressdo do gene exdgeno.
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3.6 Manuseio do aparelho — Gene Gun

Antes do bombardeamento, limpar a cAmara de fluxo onde se encontra o Gene
Gun com etanol 70 % e esterilizar com luz ultravioleta por 20 min.;

Colocar todos materiais necessarios para 0 disparo juntos ao operador.Os
materials serdo: telas de retencdo, placas de Petri contendo os embriGes a serem
bombardeados, membranas de ruptura dispostas em quatro e mergulhadas em glicerol,
e as membranas carreadoras contendo o DNA exdgeno;

Verificar se avalvula de controle de entrada de gas hélio e vacuo no Gene Gun
estdo fechadas, em seguida abrir o registro do gas hélio (cilindro) verificando a
pressdo do gas na membrana ou na mangueira que deve ficar em torno de 1200 psi;

Ligar a bomba de vécuo;

Ligar o gatilho (aparelho que comanda a vavula selinéide na tomada);

Posicionar o conjunto de membranas de ruptura na extremidade da camara de
ata pressdo de gés hélio em um parafuso de vedagdo (parte superior do Gene Gun);

Apertar bem para haver um bom posicionamento das membranas;

Inverter a cAmara de alta presséo encaixado-a na cdmara de vacuo;

Retirar o suporte do macrocarregador, e neste colocar as telas de retencéo e as
membranas de carreamento;

Posicionar a placa de meio contendo os embrides a serem bombardeados na
camara de vécuo;

Fechar a cABmara de vacuo, a vavula de saida de gés hélio da camara de dta
presséo e a vavula de saida de vacuo;

Abrir a vdvula de entrada de vacuo vagarosamente, até a pressdo do véacuo

atingir 27 polegadas de Hg fechado-se em seguida;
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Abrir avalvula de entrada de gés hélio na camara de alta pressao;

Ao perceber um abaulamento da membrana de ruptura com a entrada de gas
hélio, realizar o disparo apertando-se o gatilho;

Obs: Com o disparo, a velocidade de chegada das microparticulas no tecido
devera ser de 1500 Km/h. Esta velocidade é necessaria para que as microparticulas
contendo o DNA atravessem a parede do tecido vegetal, a membrana citoplasmética e
a membrana do nucleo onde o DNA exdgeno devera ser incorporado ao genoma da
planta.

ApoGs o disparo fechar a valvula de entrada de gas hélio, e abrir a vavula de

saida deste gés da camara de ata pressao;

Abrir a valvula de saida de vacuo vagarosamente;

Figura 2: Aparelho Gene Gun com todos os materiais posicionados.
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3.7 Selecao dos embrides transformados

Apos a transformacdo, transferir os embrifes para placas de Petri contendo
cada um sais (MS), 3% sacarose, 0,8% &gar, benzilaminopurina (BAP - 5 mg/mL),
vitamina B5 em pH 5,7;

Para 220 embrides utilizam-se 2 placas;

Em uma placa transferir os embrides controle (20 ndo bombardeados), e em
outra 0s 200 embrides bombardeados;

Deixar essas placas ao abrigo daluz overnight ;

No dia seguinte transferir os embrides 7 a 7 em recipientes plasticos contendo
0S mesmos componentes do meio para multibrotamento, mas com a adicdo de
Imazapir (0,15uM ) para a selecéo dos embrides transformados,

Para 200 embrides sdo utilizados 30 copos,

Deixar esses embrifes nesses copos por aproximadamente 45 dias em camara
de aclimatacéo a temperatura 28 °C, umidade relativa acima de 80 % e 16 horas de
fotoperiodo e luminosidade de 50 umols mi*s*:;

Apbs esse periodo, transferir os embrifes para copos contendo uma mistura de
arela : vermiculita (1:1) autoclavada e embebida em solugdo nutritiva a pH 6,6
(Henwvitt, 1963);

Manter os embriBes nesses recipientes por mais quinze dias;

Transferir os embriGes para vasos contendo uma mistura de solo:areia (1:1)

autoclavadas em casa de vegetacdo com umidade e temperatura controladas;,
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Manter irrigacdo por gotejamento trés vezes ao dia com duragdo cada uma de 5

min.;

Figura 3: Embrides em meio seletivo (MS/IMZ) (a). Multibrotos em meio seletivo aptos a
aclimatacdo (b). Multibrotos em areia:vermiculita (c).

Figura 4: Multibrotos em vasos na casa de vegetacao.



4. Extracdo de DNA em pequena escala (Edwards et al.,1991)

Cortar a folha com atampa do microtubo;

Macerar o tecido fresco por 15 segundos;

Adicionar 400 i L de tampé&o EB-PCR;

Agitar em vortex por 5 segundos;

Centrifugar 213000 x g por 5 min.;

Transferir 300 i L para um novo tubo;

Adicionar 300 i L de isopropanol;

Deixar atemperatura ambiente p6 2 min.;

Centrifugar a 1300 x g por 5 min.;

Descartar o0 sobrenadante. Secar o pellet (sedimento);

Dissolver o sedimento em50iL de TE 1 X+ RNAse 40 ig/mL;

Usar 1iL parareacdo de PCRde 251 L;

Jo
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5. Extracdo de DNA utilizando CTAB com algumas modificacfes (Keim et al., 1988)

Coletar duas ou trés folhas jovens e colocar em microtubos de 2 mL mantendo-
0S no gelo antes da armazenagem no freezer ;

Adicionar ao tubo com as folhas bolas metdlicas de 4 mm de didmetro;

Colocar os tubos em nitrogénio liquido para gelarem;

Macerar as amostras colocando-as geladas em vortex até a formacdo de um
macerado fino;

Adicionar 900 m_ de tampé&o de extracdo e homogeneizar bem com gjuda do
vortex;

Incubar a 65 °C por 1 h e entdo centrifugar a 2940 x g por 10 min.;

Transferir 0 sobrenadante para outro microtubo de 2 mL e adicionar 900 mi_ de
Cloroférmio Alcool Isoamilico (24:1);

Homogeneizar por 10 min. com suaves inversdes e centrifugar a 13800 x g por
10min,;

Transferir o sobrenadande para outro microtubo de 2 mL cuidadosamente com
as pontas das ponteiras cortadas e adicionar a0 novo tubo 900 i de Cloroférmio
Alcool Isoamilico;

Homogeneizar novamente por 10 min. repetindo-se ap0s a centrifugacdo
anterior;

Transferir o sobrenadante para outro tubo de 1.5 mL utilizando-se as ponteiras
com as pontas cortadas;

Adicionar 600 L de isopropanol e homogeneizar gentilmente;

Centrifugar a 13800 x g por 10 min,;

Descartar 0 sobrenadante e adicionar 400 ni. de NaCl 1M;
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Dissolver bem o sedimento passando-se o tubo no vortex e incubando em

banho mariaa 65°C;

Adicionar Rnase a uma concentraczo final de 40 ng/mL e incubar a 37 °C por
30 min,;

Adicionar 800 L de etanol 99.5 % e homogenei zar gentilmente;

Centrifugar a 13800 x g por 10 min.;

Descartar 0 sobrenadante e adicionar 500 ni. de etanol 70 %;

Descartar o sobrenadante e adicionar 60 i de 1/10 tamp&o TE;
Dissolver completamente o sedimento ;

Armazenar em freezer —20 °C:
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6. Condicdes de PCR para Amplificacdo das construcdes rd29A:DREB1A, rd29A:GUS e

pAC321.

6.1 Reacao:

Reagentes Volume por Reacéo Concentracao Final
Agua bidestilada 1755i1L

Tampao 10X 251L 1X

MgCk (50 mM) 0,75iL 1.5mM/iL
DNTP's (2,5mM) 1,0iL 2,5mM
Primer F (101 M) 05iL 5iM
Primer R (10 1 M) 05iL 5iM
Taq(BU/iL) 02iL 1U

DNA (10 ng/ i L) 20i1L 20 ng

6.2 Sequéncias dos primers:

Ahas-1

ACT AGA GAT TCCAGC GTCAC

Ahas-2

GTG GCT ATA CAG ATA CCT GG

AtRdA29Dreb-F

CCA ATA GACATG GAC CGA CTA CT

IAtRd29Dreb-R

GTT CTCTAA CCT CACAAA CCCACT

NostProx GTT TGA ACG ATC GGG GAA AT

29AP5SH GGG AAG CTT GCC ATA GAT GCA ATT CAA TCA AACT]
GMRNAr18S-F AAA CGG CTA CCA CAT CCA AGG

GMRNATr18S-R CCT TCA ATG GAT CCA TCG TTA

6.3 Condicdes de Ciclagem:

95 ° C — 5 minutos

959 C —1 minuto
55°C —1 minuto

72°%C -2 minuto

72 °C — 7 minutos

4°C - forever

35 ciclos

-
J



7. Quantificacdo do DNA

O DNA pode ser quantificado com o uso de espectrofotdmetro. Devem ser feitas
leituras em comprimentos de onda de 260nm. Uma unidade de densidade oOptica (DO)
corresponde a 50 ug/ul de DNA. A amostra de DNA deve ser diluida para se fazer a

leitura, sendo que o ideal é que a absorbanciafique entre 0,2 e 1.

Concentragcdo de DNA (ng/ul) = DOxgo X Fator de Diluigdo x 50 ug/ul

Para verificar a pureza do DNA, deve ser feita também a leitura a 280nm. A relacdo

entre as leituras 260/280 nos da uma indicacéo da pureza do DNA.

Rela;:éo 260/280 = DOzeo/ DOy

Se a razéo ficar entre 1,8 e 2,0 a absorcdo € provavelmente devido aos é&cidos
nucléicos. Uma razdo menor que 1,8 indica que pode haver proteinas e/ou outras
moléculas absorventes de UV na amostra. Uma razdo superior a 2,0 indica que a amostra

pode estar contaminada com clorofrmio ou fenol, e deve ser reprecipitado com etanol.
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8. Gdl dePoliacrilamida 10%

Componentes Volumefinal
Acrilamida-Bis (29:1) 16mL
TAE 10x 6,4mL
Agua destilada 41,6mL
Temed 22,41 L
Persulfato de Amonio 10% 448i L

Usar luvas na preparacéo do gel.

9. Eletroforese em gel de agar ose

Fundir a Agarose no microondas. Esfriar até que suporte a temperatura na parte interna do

antebraco.

Brometo de Etidio (10 mg/mL) .................. 1% em relacéo ao volume de TBE
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10. Ensaio com GUS

Incubar o tecido no tamp&o de reagdo, em um volume suficiente para cobrir a amostra.
Vedar o recipiente, para evitar a evaporacéo do tampdo. Em geral, placas para ELISA
(microtiter plates) ou tubos de microcentrifuga sdo bem apropriados.

Incubar no escuro, a uma temperatura entre 25° e 37°C. Dependendo da atividade da
GUS na amostra, a reacdo pode levar alguns minutos até 16 horas ou mais.

Retirar o tamp&o de reagéo e adicionar etanol 70%, parainterromper areagdo e retirar
aclorofila, permitindo melhor visualizaco da coloragéo azul. Observar as amostras ao

M Croscopio estereoscopio.
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11. Material de Laboratoério Para Preparacdo de RNA Livre deRibonuclease

Luvas devem ser utilizadas em todos os trabalhos envolvendo RNA. Estas devem ser
trocadas cada vez que tocarem em materiais ou equipamentos gque outras pessoas tocaram
sem luvas.

Agua livre de ribonuclease deve ser preparada adicionando-se dietil pirocarbonato
(DEPC) a uma concentracdo final de 0,1% (V/V) a &gua bidestilada (ou equivalente).
Depois de autoclavar durante uma hora abrir a autoclave rapidamente para deixar o vapor
sair. A égua DEPC tratada é entéo deixada overnight na autoclave (desligada, mas quente)
para decompor o DEPC residual. Uma outra opcéo é ferver a dgua por pelo menos 30 min
em uma tela de amianto. Depois que a dgua esfriar a uma temperatura de 25°C (morna), o
cheiro da agua é checado para se ter certeza de que ndo ha tracos de um odor doce, de
acUcar, caracteristico do DEPC. Se houver resquicios de DEPC, a &gua com DEPC tratado
deve ser autoclavada novamente, ou fervida por 15 min ou mais. Todo DEPC deve ser
eliminado da agua, pois este altera a atividade enzimética. O DEPC deve ser manuseado
com cuidado, usando luvas, mascara e manipulado em capela com exaustor sempre que
possivel, pois é inflamavel e mutagénico.

As solugdes livres de ribonuclease sdo preparadas por tratamento com DEPC como
descrito acima. Todas as solugdes sdo autoclavadas por pelo menos trinta minutos.
Autoclavando efetivamente inativa-se muitas classes de ribonucleases, as quais podem
contaminar reagentes em quantidades evidentes.

Solucdes contendo o tampao Tris ndo podem ser efetivamente tratadas com DEPC,
pois o Tris inativa 0 DEPC. Em adic¢éo, 0 acetato de ambnio é relativamente volétil, com
isso este também ndo deve ser autoclavado. Reagentes dessa natureza devem ser

preparados utilizando agua livre de ribonuclease. (&gua tratada com DEPC).
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Reagentes sdo removidos de suas fazes batendo gentilmente no recipiente de pléastico
que os contém. Uso de espétulas, misturadores magnéticos ou provetas sdo evitados, ao
menos gque sejam deixados em estufas de secagem a 25°C por pelo menos 4 horas para
gue as ribonucl eases sejam degradadas.

Recipientes de vidro e todos os utensilios de vidro devem também ser deixados em
estufa de secagem por pelo menos 4 h a 37°C. As tampas dos recipientes devem ser
incubadas em 0,1% (V/V) com &gua livre de DEPC por pelo menos 4 horas a 37°C.
Depois disso as tampas devem ser repassadas para os recipientes e autoclavadas por 15
min parainativar o DEPC.

Grande parte dos utensilios de pléstico estérels, incluindo tubos conicos (Falcon) e
pipetas, sdo relativamente livres de ribonucleases e assim sd0 usadas sem nenhuma
preparacdo especial.

A ponta das pipetas sdo sempre autoclavadas antes de cada uso. Os utensilios de
plastico utilizados sdo transferidos para recipientes livres de ribonucleases, tratados com
DEPC e autoclavados. Utensilios de pléastico e equipamentos que ndo podem ser
autoclavados, so enxugados com Rnase AWAY (Invitrogen- Life Technologies) para

remover as Rnases das superficies.
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12. Extracdo de RNA Usando TRIZOL (Pequena Escala)

Materiais;

Centrifugaem 4 °C - 8M LiCl (15 mL)

Banho Mariaem 55 °C - 75% EtOH (20 mL)
Nitrogénio Liquido - Isopropanol (4 mL)

TRIZOL (40 mL) - 3M Acetato de Sodio (0,4 mL)

Cloroférmio (8 mL)

ATENCAO: Todo trabalho com RNA tem de ser conduzido com o uso de luvas. As luvas

devem ser trocadas toda vez que tocar superficies/objetos que possam estar

contaminados com RNAses.

01.

02.

03.

04.

05.

Cologue o TRIZOL (1 mL x niimero de amostras) no Banho Mariaa 55 °C.
Homogenize o tecido em nitrogénio liquido.

Coloque aproximadamente 0,1 g em tubo Eppendorf de 1,5 mL.

Adicione 1 mL de TRIZOL, centrifugue, vortex.

Agite, 1 min, centrifugue levemente somente para o tecido/Trizol ficar na parte

inferior do tubo.

06.

07.

08.

09.

Incube em55 °C, 2 min.
Coloque em gelo por 1,5 h.
Centrifugue a 15.000 rpm a 4 °C durante 20 min.

Enquanto ocorre a centrifugagdo coloque 200 pL de cloroformio em um novo

tubo para cada amostra.
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10. Apods a centrifugacdo coloque o sobrenadante no tubo com cloroférmio e
descarte os residuos.

11.  Agitebem.

12.  Incube atemperatura ambiente (22-25 °C) por 2 min.

13.  Centrifugue a 15.000 rpm a4 °C durante 30 min.

14.  Cologue o sobrenadante em um novo tubo e adicione 1/3 do volume com LiCl
8M. (exemplo, se 0 volume do sobrenadante for 300 L, adicione 100 pL LiCl 8M).
15.  Agitebem.

16.  Incube em freezer -80 °C por 1h.

17.  Coloque os tubos por alguns minutos (1-3min) em banho maria de 40 °C para
derreter a solucdo.

18.  Centrifugue a 15.000 rpm em 4 °C por 30 min.

19. Remova cuidadosamente o sobrenadante tentando ndo agitar ou remover o

pellet (0 pellet contém o RNA); tente remover o maximo de sobrenadante sem trazer

parte do pellet. Se necessario centrifugue novamente brevemente por 5 min para
assentar o pellet e remover o sobrenadante. E preferivel deixar que fique um pouco de
sobrenadante do que remover o pellet.).

20.  Descarte o0 sobrenadante.

21.  Adicione 400 pL de 75% EtOH, e gire levemente o0 tubo para cima e para
baixo.

22.  Centrifugue a 15.000 rpm em 4 °C por 5 min.

23. Remova o sobrenadante (e descarte) completamente com muito cuidado sem
remover partes do pellet.

24.  Adicione ao pellet 100 pL de agua MilliQ (autoclavada varias vezes).
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25. Dissolva o pellet batendo levemente com o dedo na ponta do tubo. (OBS. Se o
pellet demorar muito para dissolver adicione mais 100 pL de &gua MilliQ e dobre as
guantidades também de Acetato de Sodio e Isopropanol do proximo passo)

26. Adicione 10 pL de Acetato de Sodio (3M) e 100 yuL de Isopropanol, gire
levemente para cima e para baixo.

27.  Incubea-80°C por 30 min.

28.  Coloque em banho maria (37 °C) por aguns minutos (1-3 min).

29.  Centrifugue a15.000 rpm a4 °C por 15 min.

30. Remova cuidadosamente o0 sobrenadante e adicione 400 uL de 70% EtOH).

31.  Centrifugue a15.000 rpm a4 °C por 15 min.

32.  Remova o sobrenadante cuidadosamente (e descarte) e deixe o tubo com o
pellet secando na bancada por 10 min.

33. Adicione 50 pL (ou 100 pL se o pellet demorar muito para dissolver) de égua
MilliQ e dissolva o pellet totalmente.

34.  Aquecaasolucdo em 37 °C por 10 min enquanto dissolve o pellet.

35.  Quantifique e mantenha a -80 °C.
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13. Quantificacdo de RNA por espectrofotometria

Ligar o aparelho e ligar aluz ultravioleta (de Deutério) e gjustar o espelho para
esse tipo de luz.

Zerar 0 aparelho com dois brancos. Deixar com branco no 1° espago e no 2°
€spaco por a amostra.

Diluicdo: 5m. RNA para495mL de H,O = 100 (fator de diluicdo).

Fazer aleituraa 260, 280 e 320nm.

Organizar leituras:

Tratamentos  260nm 280nm 320nm [RNA 260nm] ng/mL 260/280

Branco
Tn
[RNA] = (leitura 260nm — 320nm) x 40 x 50
A absorbancia da 280nm deve ser subtraida da leitura de branco em 280nm
para calcular a relacdo 260/280. Esta relacdo da uma ideia da qualidade do RNA,
devendo estar entre 1,8 e 2,0. Resultados acima de 2,0 indicam contaminagdo com
reagentes e abaixo de 1,8, contaminacdo com proteina ou DNA.
A absorbancia de 320nm também deva ser subtraida do branco 320nm para

calcular a[RNA].
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14. Eletroforese em gel de agar ose 2% para RNA

Pesar 1,4g agarose e adicionar 70mL TBE 1X (preparado com HO DEPC). Dissolver
no microondas e resfriar.
Adicionar 2m_ de brometo de etidio e homogenizar.
Na cuba e no pente passar produto que degrada RNAse.
A partir das diluicdes, pipetar:
7L de H,O DEPC
1 de RNA diluido
2nL de tampdo de corrida
Aplicar nos pogos e correr a 90 volts por aproximadamente 1h.

Essa corrida serve para verificar aintegridade do RNA extraido.



15. Transcricdo Reversa OligodT

- 5L de RNA total;

- 2 nL de primer oligodT (100mM);

Colocar no termociclador a 80°C por 3 min / Resfriar no gelo
- 6 L detamp@o 5X first strand;

-4 L dedNTP's (2,5mM);

-4l DTT (0,AM);

- 2 L daenzimatranscriptase reversa (M-MLV) (200U/mL);

-9 nL de dguaMilliQ.

Colocar no termociclador a 37°C por 1 hora/ 65°C por 10 min.

11U/
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16. PCR em Tempo Real

16.1. Curvade€ficiéncia

- fazer 3 ou 4 diluicBes do cDNA (10, 101, 102 e 10°);
- preparar reacdes, em triplicata, de PCR utilizando SYBR Green pra cada diluicdo de cDNA,
incluindo um controle sem cDNA (NTC);
- incluior sempre o controle endégeno, que deve apresentar a mesma eficiéncia do gene alvo;
- montar a placa ho computador, escolhendo um detector para cada gene a ser analisado;

A eficiéncia do gene é medida da seguinte féormula: E = 1- [109%°], onde o Slope
indica a inclinacéo da reta, tendo que apresentar um valor proximo de —3,4. Apos verificar a
eficiéncia do gene, que deve ser acima de 95%, escolhe-se a diluicéo do cDNA adequada para

preparar as reacdes da quantificagdo relativa.

16.1.2. Montagem da placa

[TRELY T N Toa e S—T]

Figura 2: Placa montada para a curva de eficiéncia dos genes AtDREB1A e RNAr 18S.



16.1.3. Preparo da reacéo

- colocar 2 nL. de cDNA (101, 102, 103);

- colocar 12,5 nL. de SYBR Green;
- colocar 0,5 nL. de ROX;
- colocar 8 L. de &gua milliQ

Dividir em 2 mix (69 nL cada mix);

- colocar 1 L. de primer Foward (5 nmiv);

- colocar 1 L. de primer Reverse (5 nM);

Dividir em 3 mix (25 cada mix).

16.2 Quantificacéo relativa

16.2.1. Montagem da placa
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Figura 3: Placa montada para a quantificagéo relativa dos genes AtDREB1A e RNAr 18S.
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16.2.2. Preparo da reacéo

- colocar 2 mL. de cDNA;

- colocar 12,5 nL. de SYBR Green;

- colocar 0,5 nL de ROX;

- colocar 8 L. de &gua milliQ

Dividir em 2 mix (69 m_ cada mix);

- colocar 1 L. de primer Foward (5 nmiv);
- colocar 1 L de primer Reverse (5 nM);

Dividir em 3 mix (2500 cada mix).

16.3 Curva de dissociacdo

A curva de dissociacéo é feita para verificar se houve formacdo de dimeros de primers

ou amplificacdo de produtos inespecificos. O recomendado é que a temperatura de

dissociacdo fique entre 82°C e 85°C.
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Figura4: Curva de dissociacéo do gene RNAr 18S, usado como controle endégeno.

16.4 Calculo do nivel de expressio

A férmula para o caculo do nivel de expressio é RQ = 2-99°t, Para cada tratamento é
detectado o valor de Ct (Cycle threshold) tanto para o gene alvo quanto para o controle
enddgeno. Este valor representa o ponto em que o sinal de amplificacdo é detectado. O valor
de Ct do gene alvo é subtraido do valor do Ct do controle enddgeno, para normalizar a reagao.
Obtem-se entdo o valor de dCt. O valor de dCt dos tratamentos, agora, € subtraido do valor do
dCt da amostra controle (calibrador), tendo-se o valor de ddCt. Este valor € utilizado na
formula do nivel de expressdo, onde 0 nimero 2 representa a somatoria da eficiéncia do gene

alvo e do controle endégeno, considerando que ambos os genes possuem 100% de eficiéncia.
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16.4.1 Andlise dos resultados pelo Sequence Detection Software

- tracar o threshold, onde ass curvas se apresentam paralelas entre Si;
- considerar o ciclodeinicioem 3eofina entre 15e 17;

- andlisar.

T300 Spibars S0 Software - [Suady_RG PSE_Ri_{10-3%-08) sdm (Relapve Seamtilicat os Sudp ]
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Figura 5: Curva de amplificagéo linear do gene AtDREB.



Anexo Il —Meio de cultura e Solugbes

1. Meio SOC

Extrato de levedura 0,5%

Triptona 2%
NaCl 10mM
KCl 2,5mM
MgCh 10mM
MgSO4 10mM
Glicose 20mM

Agua destilada

Autoclavar.

2. Meio LB (Lennox L Broth Base) liquido

2,0g
1,0mL
250nL
1,0mL
1,0mL
0,3604g

96mL

1190

Meio LB (triptona, extrato de levedura e NaOH) -20g para cada 1L de &gua destilada.

Autoclavar.

3. Meio LB (Lennox L Broth Base) sdlido

Meio LB (triptona, extrato de levedura e NaOH) -20g para cada 1L de &gua destilada.

Adicionar 12g para &gar bacteridlogico para cada 1L de meio.

Autoclavar.
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4. Preparo de BAP (benzilaminopurina - 5 mg/mL)
0,0025 g de BAP
50 nL NaOH
450 nmL agua destilada

Preparar no momento de usar.

5. Preparo de Vit B5 (solucao estoque)

Acido Nicotinico® 0,008 mM = 1,0mg/L = 0,001 g/L X 100=0,1 g/L
PiridoxinaHd = 00049 mM = 1,0mg/L = 0,001 g/L X 100=0,1g/L
Tiamina Hd = 0,030 mM= 100mg/L = 0,01 g/L X100=1,0g/L
Myo-inositol = 05 mM=100 mg/L= 01 gL
Sacarose = 584 mM= 200 glL= 20,0g/L

Usar méscara e luvas. Completar para 1000 mL com &gua destilada.

Aliquotar em tubos de 45 mL e armazenar a— 20 °C.

6. Imazapir (solugdo estoque) — 2,8 mg/mL

0,0028 g de Imazapir.
10 mL de &gua Mili-Q.

Filtroesterilizar e aliquotar. Armazenar a-20 °C.
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7. Espermidina 0,1M (SIGMA S-0266). (145,2 g/mol)

Dissolver todo o contetido de um frasco (1g) em 68,8 mL de agua destilada.

Esterilizar por filtragdo (em filtros de 0,22 nm).

Aliguotar em tubos de microcentrifuga. Os tubos devem ficar cheios para permitir
contato minimo da solugdo com o oxigénio atmosférico. Armazenar a-20 °C.

Para preparar 5 mL, pesar 0,0726 g de espermidina.

8. Glicerol 50% (v/v)

» Misturar partesiguais de glicerol e agua destilada, autoclavar.

» Guardar atemperatura ambiente.
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9. Meio M S + Phytagel ph 5,7 (para placas de suporte dos embrides)
SaisMS (Gibco BRL) 1 sac/L (1sac = 4,3Q)
30 g de sacarose
Ajustar o pH para 5,7

8 g de phytagel

Para 200 mL (~ 20 placas pequenas; 1 placa pequena = 12-13 embrides)
0,86 g de SaisMS (Gibco BRL)

6 g de sacarose

Ajustar o pH para5,7

1,6 g de phytagel

Autoclavar. Esfriar sob &gua corrente sem muita agitacéo para evitar a formacéo de
espuma. Na cdmara de Fluxo Laminar, distribuir o meio nas placas até mais ou menos

a metade da altura delas. Apdés solidificar, armazenar em geladeira.
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10. Melo MS+ BAP eVit B5 pH 5,7 (para inducéo ao multibr otamento)
SaisMS (Gibco BRL) 1 sac/L
30 g de sacarose
500 ni. de BAP
Ajustar parapH 5,7

6 g de agar

Para 500 mL (~ 10 placas; 1 placa= 100 embrides)
2,15 g de SaisMS (Gibco BRL)
15 g de sacarose
250 nL. de BAP
Ajustar parapH 5,7

3 gdeégar

Autoclavar. Esfriar sob agua corrente sem muita agitacdo para evitar a formagdo de

espuma. Na camara de Fluxo Laminar, distribuir o meio nas placas até mais ou menos a

metade da altura delas. Apds solidificar, armazenar em geladeira

OBS.: usar uma placa somente para controle.
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11. Meio M S + Imazapir pH 5,7 (para a selecdo dos embrides transfor mados)

- SasMS(Gibco BRL) 1 sac/L (1 L = 28-30 copos; 1 copo = 10 embrides)
- 30gdesacarose
- Ajustar parapH 5,7

- 8gdeagar

Autoclavar. Esfriar sob agua corrente sem muita agitacdo para evitar a formagdo de

espuma.

Adicionar:
- 500 nL deImZ (solucéo estoque)

- 10 mL de Vitamina Bs (solucéo estoque)

Na camara de Fluxo Laminar, distribuir nos copos até mais ou menos o dobro da base.

Apos solidificar, armazenar em geladeira
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12. Meio M S para controle (sem adi¢do delmZ)

= SaisMS(GibcoBRL) 1 sac/L (1L =28-30 copos; 1 copo = 7 embrides)
= 30 g desacarose
= Ajustar parapH 5,7

= 8gdeégar

Autoclavar. Esfriar sob agua corrente sem muita agitacdo para evitar a formagdo de
espuma. Na camara de Fluxo Laminar, distribuir nos copos até mais ou menos o dobro

da base. Ap6s solidificar, armazenar em geladeira

OBS.: usar 14 embrides ndo-bombardeados para controle: 7 em um copo MS/ImZ e 7

em um copo M S,



13. Prepar o da solucéo nutritiva

Solucao de estoque

SOLUGAOA.......oceceeeeeeeseereeeee s ers s,

KNOs (1mol/L)
(Nitrato de Potéssio)

SOLUGAO B,

Ca(NO3),.4H,0 (1 mol/L)
(Nitrato de Calcio tetrahidratado)

SOLUGCAO C.eeeseee e,

NH4H2PO4 (1 moI/L)
(Fosfato de Amoénio monobésico)

SOLUGCAO Do

MgSO,.7H,0 (1 mol/L)
(Sulfato de Magnésio heptahidratado)
SOLUCAOE

MNCL.AH20.......coiiiiceeee s

(Cloreto de Manganés)

CUSO4.5H20......coeeiiece e

(Sulfato de Cobre 1)

H3BO3 .o

(Acido Bérico)

(Molibdénio Trioxido) (Anidrido Molibdico)

ZNSO4. TH2O0 ...

(Sulfato de Zinco Heptahidratado)

SOLUGAO Fuooeeeeeeeeeeee e,

(FeEDTA)

YAV

101,1 g para 1L SOLUCAO ESTOQUE

236,15 g para 1L SOLUCAO ESTOQUE

...115,03 g para 1L SOLUCAO ESTOQUE

..... 246,48 g para 1L SOLUCAO ESTOQUE

...... 0,724 g para 1L SOLUGCAO ESTOQUE
...... 0,080 g para 1L SOLUCAO ESTOQUE
....... 2,860 g para 1L SOLUGAO ESTOQUE
....... 0,017 g para 1L SOLUGCAO ESTOQUE

...... 0,220 g para 1L SOLUCAO ESTOQUE

........ 4,47 g para 1L SOLUCAO ESTOQUE



Preparo da solucéo de uso
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SOLUGAO A. ..o 6 mL parall SOLUCAO NUTRITIVA

KNO;s (1mol/L)
(Nitrato de Potassio)

SOLUGAO B

Ca(NOs).4H,0 (1 mol/L)
(Nitrato de Calcio tetrahidratado)

SOLUGCAO C.oeeeeeeeeeee e,

NH4H2PO4 (1 moI/L)
(Fosfato de Aménio monobasico)

SOLUGCAO D,

MgS0O,.7H20 (1 mol/L)
(Sulfato de Magnésio heptahidratado)

SOLUGAOE....cececeeeeeeeeeree e

MnCh.4H,O

(Cloreto de Manganés)
CuS04.5H,0

(Sulfato de Cobre I1)
H3BO3

(Acido Borico)

MoO;

(Molibdénio Trioxido) (Anidrido Molibdico)

ZnS04.7H,0O
(Sulfato de Zinco Heptahidratado)

SOLUGAO Fu..ooeeeeeeeeeee e,

(FeEDTA)

4mL parall SOLUCAO NUTRITIVA

2mL parall SOLUCAO NUTRITIVA

2 mL para 1L SOLUCAO NUTRITIVA

1 mL parall SOLUCAO NUTRITIVA

1 mL parall SOLUCAO NUTRITIVA



14. Preparo do tampé&o EB-PCR para extracdo de DNA (Edwardset al., 1991)

Concentracdo

Reagentes Volume (10 mL)
Final

TrisHCLIMpH75 200 mM 2,0iL

NaCl 5 M 250 mM 5001iL

EDTA 05M 25 mM 5001iL

SDS 10 % 0,5 % 5001iL

Agua Destilada 6,51L

15. Preparo do Tampao de extracdo utilizando CTAB (Keim et. al, 1988):

lzc

Componentes Concentracao Final Vol. Final (10 mL)
CTAB 5% 1% 2,0mL
NaCl 5M 1,4M 2,8 mL
TrissHCI 1M ph 8,0 100 mM 1,0mL
EDTAOS5M 20mM 0,4 mL
M ercaptoetanol 0,1% 0,01 mL
Agua 3,7mL
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16. Cloreto de Magnésio 50mM
50m MgCh 1M

950m 4gua MilliQ®

17. dNTP's 2,5mM
25n1 de cada nucleotideo

900m de aguaMilliQ®

18. CaCl, 2,5M

Dissolver 3,675 g de CaCh.2H,0 em 10 mL de &gua destilada).
Autoclavar e aliquotar em tubos de microcentrifuga.

Armazenar em geladeira.

19. Tampéo de Reacdo 10X
100mM Tris-HCI pH 8,3 (100m tris-HCI 1M pH 8,3)
500mM Cloreto de Potéssio (500m KCI 1M)

400m agua MilliQ®
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20. TE pH 8,0
10mM Tris-HCI pH 8,0 (500ul Tris-HCI 1M pH 8,0)
1mM EDTA pH 8,0 (100ul EDTA 0,5M pH 8,0)

Completar com 4gua MilliQ® para 50 ml

21. Tampéao para RNAse A
10mM Tris-HCI pH 7,5

15mM NaCl

22. Tampao de amostra —40% sacar ose
49 sacarose
0,025g de azul de bromofenol
Solubilizar a sacarose em 10mL de &gua destilada. Acrescentar 0 azul de bromofenol e

agitar. Manter em geladeira.

23. Brometo deetideo Solucdo de Brometo de Etidio (10 mg/mL)
0,1g de Brometo de Etidio
10mL de agua destilada

Armazenar em local escuro e manipular com luvas.
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24. Solucéo de Brometo de Etidio para corar gel
40uL de Brometo de Etidio 10mg/mL
800mL de &gua
Manter o gel mergulhado na solugdo de brometo de etidio sob agitacéo lenta por 20
minutos, retirar o gel e transferir para recipiente contendo agua e manter sob agitacéo

lenta por 5 minutos, para descorar, retirando 0 excesso de brometo.

25. Solucéo deacrilamida 40% (29:1)
Solucéo 40% - 40g de acrilamida + bis-acrilamida em 100mL de agua
Em 40qg, adicionar 29 parte de acrilamida e 1 parte de bis-acrilamida:
36,679 de acrilamida
1,33g de bis-acrilamida
Em um becker, pesar a acrilamida e a bis-acrilamida, adicionar 50 mL de agua
destilada, colocar no agitador com aguecimento para dissolver. Em um baéo

volumétrico, completar com o volume para 100mL com agua destilada.

26. Solucgao de persulfato de amonio 10%
0,159 de persulfato de amonio

1,5mL de &gua destilada



27. TAE (10X):
48,40q tris base
11,42mL &cido acético
20mL EDTA ( 0,5M pH 8,0)

Completar com &gua para volume final de 1L.

28. TBE (10X)
108g Tris base
55g acido bérico

40mL EDTA (0,5 M pH 8,0)

Completar com &gua destilada para o volume final de 1L.

14290
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