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RESUMO

Atualmente a ocorréncia de perdas na producéo da cultura da soja (Glycine
max (L.) Merrill no Brasil é decorrente, entre outros fatores, de doencas fungicas. A
engenharia genética é uma importante ferramenta para solucionar esses problemas, visto
que possibilita a introducédo de genes exdgenos nas plantas, os quais favorecem a resposta
de defesa destas a estresses envolvendo esses patdgenos causadores de doencas. Dentre
esses genes destaca-se o Gsl5, que atua no espessamento da parede celular das plantas.
Com o objetivo de obter plantas transgénicas de soja cuja parede celular fosse mais espessa
e retardasse o0 avancgo do fungo, o gene Gsl5 foi utilizado para transformacao de embrides
de soja via biobalistica. Foram bombardeados 1080 embrides e destas 357 plantas
desenvolveram e foram analisadas pelo método da PCR, do Dot-Blot e do sequenciamento
para assim se obter a taxa e a eficiéncia da transformacao e para se obter a confirmacéo da

inser¢éo do gene na planta.

Palavras chave: Glycine max (L.) Merrill; doencgas fungicas; engenharia genética;

retardar;
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1. Introducéo

A soja (Glycine max (L.) Merrill]) € uma planta originaria da China e pertencente a familia
Leguminosae. Planta herbacea, anual com ciclo de vida variando entre 75 e 200 dias, dependendo
da cultivar (Embrapa Soja, 2017). E uma das principais culturas utilizadas no Brasil e no mundo.
No cenario mundial, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja (Embrapa Soja, 2017) e
seus graos, farelos e 6leo atendem ao mercado interno e a exportacdes. Diante do grande volume
cultivado no pais, a soja € constantemente ameacada por diferentes tipos de patdgenos. A
importancia e consequéncia econdmica de cada doenca varia de ano para ano e de regido para

regido, dependendo das condicdes climaticas de cada safra (Embrapa Soja, 2017).

O crescente aumento do nimero de doencas causadas por fungos, virus, insetos e nematoides
é devido a expansdo da cultura da soja para novas areas e também como consequéncia da
monocultura. A doenca de maior impacto atual é a ferrugem asiatica, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi, que vem sendo detectada desde as safras de 2000/2001 e ja esta
amplamente distribuida, pois seus esporos sdo facilmente disseminados pelo vento (Vencato,
2010). O fungo somente tera sucesso na infecgdo na planta hospedeira se ocorrerem a germinagao
de esporos, formacédo de apressorio e penetracdo (Goellner et al. 2010). A doenca se caracteriza
pelo desfolhamento precoce das plantas impedindo-as de completar a formacdo dos gréos
(Vencato, 2010), levando a perdas acentuadas na produtividade e afetando diretamente a
rentabilidade do produtor e a economia do pais. Devido a disseminada presenca desta doenca nas
ultimas safras, os gastos com o controle quimico atingem valores altos, elevando o custo de

producédo da cultura (Yorinori e Lazzarotto, 2004).

O uso de variedades com resisténcia genética a patégenos € uma estratégia para proteger as
plantacGes, sendo esta a forma mais eficaz e econdmica de se obter o controle de doencas (Silva
et al., 2008). Contudo, atualmente os programas de melhoramento ndo tém conseguido produzir
variedades resistentes na mesma escala em que surgem novos patdgenos (Priolli et al., 2002). Desta
forma, o uso de ferramentas modernas da biologia molecular com o intuito de se obter variedades
com resisténcia genética sdo uma forma de auxiliar e aumentar a agilidade do melhoramento
classico. A tecnologia da transgenia permite ao pesquisador introduzir genes de outros organismos

ou espécies ndo relacionadas em plantas economicamente importantes.
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Ao longo da evolucao, as plantas desenvolveram uma variedade de mecanismos quimicos
e fisicos para se proteger, sendo um deles a deposi¢do de calose, a qual € um polimero (1,3)-B-
glucano com ramificacdes (1,6)-p-glucano (Luna, 2011). deBary (1863) descobriu 0 espessamento
da parede celular das plantas, chamado papila, em locais onde fungos haviam penetrado. Mangin
(1895) relatou que esta papila era formada basicamente por calose. A calose funciona como uma
barreira fisica eficaz, e tem a sua produc¢éo induzida nos locais de ataque do patdgeno nos estagios
iniciais da infeccdo, constitui-se de uma forma de defesa répida a qual contribui para 0 aumento
da imunidade da planta (Voigt, 2014). Esta barreira faz com que 0 patdgeno penetre mais
lentamente, permitindo que a planta hospedeira tenha tempo para desencadear defesas adicionais
tais como a producdo de fitoalexinas e uma resposta hipersensitiva (Brown et al., 1998). Ellinger
(2013) demonstrou em seu experimento plantas de Arabidopsis thaliana super expressando o gene
da calose, e com isso conferiu, nos estagios inicais da infeccdo causada pelo fungo do mildio,
resisténcia a penetracdo deste. Desta forma, através da transformacédo genética e a insercdo deste
gene na planta, espera-se que ocorra uma super expressdo da calose e, consequentemente, um
maior espessamento da parede celular dificultando e até inviabilizando a penetragdo do fundo da

ferrugem asiatica, Phakopsora pachyrhizi.

A insercdo deste gene traria como consequéncia positiva a diminui¢do do uso de agrotoxicos,
beneficiando ndo somente os produtores, reduzindo os custos de producdo, mas também o
consumidor final, colocando a sua disposi¢cdo um alimento com menos resquicios de quimicos e
com preco mais acessivel. Adicionalmente, a reducdo no uso de fungicidas diminuiria o impacto

ambiental do cultivo da soja (Melchers e Stuiver, 2000).

Diante dos fatos relatados acima, o objetivo deste trabalho é desenvolver soja transgénica
com uma elevada expressdo do gene da calose, criando assim uma barreira fisica contra a

penetracdo do fungo, e permitindo que a planta possa desencadear outros mecanismos de defesa.
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2. Objetivo geral

Modificar geneticamente plantas de soja, inserindo um gene de calose, para torna-las

resistentes a ferrugem asiatica.

Obijetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia da transformacdo por biobalistica utilizando técnicas de biologia

molecular e sequenciamento;
e Cultivo e desenvolvimento das plantas em ambiente controlado;

¢ Realizacdo de bioensaios para descricdo da possivel resisténcia ao fungo;
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3. Revisao Bibliografica
3.1 A cultura da Soja

A soja é uma planta anual, herbacea, ereta, com caule ramificado, esverdeado e piloso, com
folhas alternas e compostas por trés foliolos. Planta autbgama, ou seja, a autopolinizacdo ocorre
quando as flores se abrem, ou pouco antes (Shibles et al. 1975). O crescimento, desenvolvimento
e rendimento desta cultura resultam da interacdo entre o potencial de rendimento de um cultivar,
que é geneticamente determinado, e o ambiente. Quando ocorrem mudancas no ambiente, estas
refletem no desenvolvimento da planta, de modo que altos rendimentos sdo obtidos quando as
condi¢cdes ambientais sdo favoraveis durante todos os estddios de desenvolvimento da soja
(Herman, 1997).

A soja (Glycine max L.) é uma espécie originaria da Asia, onde vem sendo cultivada a
centenas de anos. O cultivo expandiu-se pela China antiga até tornar-se base de alimentacdo da
populacdo. Foi em 1908 que a soja grdo e seus derivados foram enviados a Europa e entéo
passaram a receber atencdo mundial. Atualmente é a oleaginosa mais cultivada no mundo,
representando mais que 50% da producdo (Aprosoja, 2017). O Brasil é o segundo maior produtor
e exportador mundial de soja em gréos, farelo e éleo (Parra, 2006). O bom desempenho da soja
brasileira esta agregado ao desenvolvimento de tecnologias e a adequacgédo dessas tecnologias as
condicdes climaticas de cada regido. Porém esta produtividade crescente é constantemente
ameacada por ataque de pragas e doencas, que varia de acordo com a regido e as caracteristicas
edafoclimaticas das mesmas. Atualmente a cultura da soja no Brasil sofre com a ameaca de
diversas doencas, entre elas estd a ferrugem asiatica, que é considerada a doenca de maior

severidade para a cultura no mundo.
3.2 Ferrugem Asiatica da soja

A doenca é causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, e foi relatada pela primeira vez no
Japédo em 1902 (Bromfield e Hartwig, 1980). Foi descrita no Brasil, pela primeira vez, no final da
safra 2000/01. Nesta safra, encontrava-se disseminada nas principais regides produtoras, causando
perdas na ordem de 112.000 toneladas ou US$ 24,70 milhdes (Yorinori, 2002). Os primeiros
sintomas da doenca iniciam nas folhas da parte inferior e se multiplicam até atingir o topo da
planta. O periodo critico da doenga tem se mostrado na fase reprodutiva da cultura, a partir do

florescimento, porém pode ocorrer ja nos primeiros estadios de desenvolvimento. O sucesso da
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infeccdo do patdgeno depende da sequéncia de eventos determinada pela germinacgéo de esporos,
formacdo de apressorio e penetracdo. Entre os fatores abioticos, a temperatura e 0 molhamento
foliar exercem papel fundamental (Goellner et al. 2010).

3.2.3 Taxonomia do fungo

O fungo que causa a ferrugem asiatica da soja pertence a classe Basidiomicetes, ordem
Uredinales, Familia Phakopsoraceae, género Phakopsora e espécie pachyrhizi (Sinclair &

Hartman, 1999). Bauer et al. (2008) propoe para “classe” o enquadramento em Urediniomicetes.

3.2.4 Epidemiologia e sintomatologia

O sucesso da infeccdo pelo fungo Phakopsora pachyrhizi depende da deposicdo de
ureddsporos viaveis sobre a superficie das folhas, juntamente com um periodo de molhamento
foliar continuo de, no minimo, seis horas e temperaturas variando de 15 a 28 graus Celsius. As
condicdes ideais para que o processo de infeccdo ocorra encontram-se em torno de 12 horas de

molhamento foliar com temperaturas entre 16 e 26,5 graus Celsius (Bonde et al. 1976).

A infeccdo se inicia quando os ureddésporos germinam emitindo um tubo germinativo que
cresce sobre a superficie da folha até que se forma um apressorio, que é a estrutura que adere a
superficie do hospedeiro e facilita a penetracdo do fungo. E um parasita obrigatério que penetra
diretamente através da epiderme, diferindo-se de outras ferrugens, as quais penetram através dos
estdbmatos (Herbério virtual de fitopatologia, 2017).

Os sintomas da ferrugem podem surgir em qualquer momento do ciclo de desenvolvimento
da cultura (Azevedo et al., 2004). Inicialmente, os sintomas sdo caracterizados por manchas ou
pontos cloroticos ou castanho-acinzentados que podem escurecer a medida que envelhecem e com
0 passar do tempo essas lesfes aumentam de tamanho (Reis et al., 2006). Nessas manchas forma-
se pustulas ou urédias que se abrem e expde uma massa de esporos denominados ureddsporos
(Yorinori, 1977).

As urédias a medida que envelhecem adquirem uma coloracdo castanho-claro a castanho-
escuro e é na extremidade dessas que se abrird um pequeno poro por onde 0S esporos vao ser
liberados (Reis et al., 2006). Estes esporos adquirem uma coloracao bege; eles se acumulam nas
urédias de onde serdo dispersos pela agdo do vento ou da chuva (Reis et al., 2006).
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A ferrugem asiatica da soja é uma doenca que ataca severamente a planta e se medidas de
controle ndo forem adotadas, o rapido amarelamento, bronzeamento e queda prematura das folhas,
impedem a formacao total dos gréos. Quanto mais precoce essa desfolha ocorrer, maiores 0s danos
sobre o rendimento e qualidade de gréos. Se a desfolha ocorrer ainda no estagio vegetativo, pode
ocorrer o aborto floral e a queda prematura de vagens, acarretando em grandes perdas na lavoura
(Yorinori et al., 2002).

3.2.5 Medidas de controle

A obtencédo de uma planta resistente tem se mostrado um grande desafio aos programas de
melhoramento. O método, atual, de controle mais eficiente € o quimico, utilizando fungicidas de
acao preventiva e curativa. Cinco genes que condicionam resisténcia vertical foram relatados na
literatura (Rppl, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e Rpp5), no entanto esta estabilidade n&o se mostra duradoura
devido a grande variabilidade genética do patdgeno fazendo com que esses genes apresentem uma

baixa eficiéncia em campo (Koga et al., 2008).

O controle quimico deve ser aliado ao manejo integrado da cultura e o planejamento deve
ser iniciado antes da semeadura da soja, evitando assim gastos desnecessarios tanto com o uso de
fungicidas como com o de outros insumos. Técnicas devem ser adotadas para que esse manejo
cultural e quimico se torne eficiente: a semeadura de cultivares precoces e no inicio da época
recomendada para cada regido objetivando escapar de periodos de maior potencial de in6culo do
fungo; evitar plantios adensados, pois dificultam que o fungicida atinja o terco inferior e médio
das plantas; monitorar a lavoura desde o inicio do crescimento da soja, e ao primeiro sinal da
doenca, buscar orientacdo para a escolha correta da medida de controle ou do fungicida diante da
situacdo; estar atento a tecnologia de aplicacdo empregada e seguir as orientacGes técnicas de
aplicacdo. Seguindo as recomendaces técnicas desde a identificacdo da doenca no campo, escolha
de fungicida, dose e 0 momento correto de aplicacdo, diminuir-se-a a incidéncia da doenca e o

prejuizo causado (Yorinori, 2004).

3.2.6 Doengas fungicas: fontes de resisténcia

Segundo Punja (2001), as abordagens para aumentar a resisténcia de plantas a fungos podem

ser divididas em 5 grupos:

1) Substancias envolvidas na reposta hipersensitiva e em interagdes com fatores de viruléncia;

2) Substancias que regulam a defesa da planta (peroxido de hidrogénio, etileno, acido salicilico);
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3) Proteinas diretamente toxicas ao patdgeno (quitinases e glicanases), proteinas antifungicas
(osmotinas), peptideos antimicrobianos (lectinas), proteinas inativadoras de ribossomos e
fitoalexinas;

4) Proteinas que destroem ou neutralizam um componente do fungo (lipases, acido oxalico);

5) Proteinas que aumentem as defesas estruturais das plantas (liglina, calose);

Gostariamos de ressaltar no presente trabalho a de nimero 5. As proteinas estruturais podem
conferir resisténcia as plantas ou mesmo retardar o avanco do fungo quando infecta um
determinado tecido vegetal, em especial a calose (GSL5), que confere um aumento da espessura
da parede celular quando a planta esté sob ataque do fungo. Tal observacdo foi relatada por Ellinger
(2013), ao utilizar plantas de Arabdopsis thaliana geneticamente transformadas para super
expressarem o gene da calose, gerando um aumento na parede celular conferindo resisténcia ao

fungo do mildio (Familia Peronosporaceae).
3.3 Calose

A calose é um homopolimero linear formado de B-1,3-glucano com ramificacbes B-1,6.
Estudos bioquimicos indicam que a calose € sintetizada por uma classe de enzimas denominadas
sintetizadores de calose. E produzida em estagios especificos de desenvolvimento das paredes
celulares das plantas, possui papel importante na comunicacdo intercelular das plantas e tem
maultiplas fungdes durante os diferentes estagios de desenvolvimento vegetal. Sintetizada pela

influéncia de injdrias, calor, frio, metais pesados e varios patogenos (Chen e Kim, 2009).
3.3.1 Sintese e degradacéao de Calose

A sintese de calose é catalisada por um complexo de enzimas associadas com a membrana
plasmatica. Um componente chave deste complexo € uma subunidade catalitica denominada
calose sintase (CalS) (Li et al. 2003). Outros componentes sdo a UDP-glicosil transferase (UGT1)
e sintase da sacarose (SuSy). Esses componentes podem ser diferentes dependendo da localizagéo
subcelular e do tipo de enzima calose sintase. A degradagédo ocorre pelas enzimas B-glucanases,

contudo esta via ndo é muito estudada (Ruan et al., 2004).
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3.3.2 Genes que codificam possiveis sintetizadores de calose

Richmond e Somerville (2000) identificaram 12 genes que sao possiveis sintetizadores de calose
na planta modelo Arabidopsis thaliana. Chem e Kim (2009) contruiram a arvore filogenética
desses genes, onde 0 nome de cada gene deriva de “glucan synthase-like” (Gsl) ou “callose
synthase” (Cal). Dentre 0s genes encontrados por eles destaca-se o interesse particular pelo Gsl5,
que confere defesa contra patdgenos, a partir do espessamento da parede celular da planta
(Ellinger, 2013).

3.3.3 Deposicdo de calose e a defesa contra patdgenos

Deposicdo de calose nos tecidos € um dos primeiros eventos a ocorrer na planta para se
defender contra patdgenos. O acumulo de calose, denominado papila, é criado rapidamente nos
locais de penetracdo do patdgeno (Li et al. 2012). Esta papila serve como uma barreira mecanica,
formada no espaco entre a membrana plasmatica e a parede celular, e além desta barreira outras
substancias também sdo encontradas no local como lipidios, pectina, toxinas antimicrobianas. O
acumulo de calose previne uma penetracdo rapida e profunda do patdégeno nos tecidos; foi
demonstrado que o gene GSL5 tem um papel nesse acumulo de calose quanto a resposta da planta
para a penetracdo de fungos (Jacobs et al., 2003). Este gene foi é 0 que esteve em questdo no

presente trabalho.
3.4 Transformacdo genética de plantas

A transformacdo genética consiste na transferéncia (introducdo) de um ou varios genes em
um organismo sem a necessidade de fecundacdo ou cruzamento. Estes genes podem ser
provenientes de outras plantas, microrganismos ou animais e sdo responsaveis por caracteristicas
agrondmicas de interesse, como resisténcia ou tolerancia a pragas e doencas, a herbicidas e a

deferentes tipos de estresse (Brasileiro e Alencar, 1999).

Diversos métodos estdo descritos atualmente para a introducdo de genes em plantas, sendo
agrupados em indiretos e diretos. A transferéncia indireta € aguela na qual utiliza-se um vetor, a
bactéria Agrobacterium tumenfaciens ou A. Rhizogenes, para intermediar a transformacao
(Andrade, 2003). A transformacéo direta € baseada em métodos fisicos ou quimicos, neste caso a

aceleracdo de particulas (biobalistica).

Para a cultura da soja, os mais utilizados s&o a biobalistica e a transformacdo utilizando

Agrobacterium tumenfaciens (Trick et al., 1997).
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3.4.1 O sistema Biobalistico

O metodo de biobalistica foi desenvolvido por Sanford em 1988 com o objetivo de introduzir
material genético no genoma nuclear de vegetais. Essa técnica permite a transferéncia génica
estavel e rapida para espécies de importancia agronémica. A metodologia consiste em acelerar
microparticulas a altas velocidades (superiores a 1.500km/h) carreando o0 DNA adsorvido de modo
que atravessem a parede celular e a membrana plasmatica das células vegetais, de forma ndo letal,
e que acabam alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. O DNA é dissociado das
microparticulas pela acdo do liquido celular e assim pode ser integrado no genoma do organismo

receptor (Aragédo e Rech, 1998).

E uma técnica bastante versatil e pode ser utilizada para a transformagao de diferentes tipos
de tecidos e células, independentemente do gendtipo, o que elimina incompatibilidades biol6gicas

como € o caso do uso de Agrobacterium tumenfaciens (Trick et al., 1997).

As microparticulas utilizadas podem ser de ouro, sendo mais uniformes e inertes
biologicamente, ou tungsténio, precisam ter alta densidade, pouca reatividade quimica e para

celulas vegetais ter didmetro em torno de 0.2 a 1.5 um (Aragao e Rech, 1998).

Com um acelerador de particulas que utiliza gas hélio sob pressdo, o equipamento € simples
de ser utilizado. As microparticulas sdo bombardeadas no tecido vegetal, porém apenas uma
pequena fracdo da parte do vegetal serd atingida e nem todas as areas expressardo 0 gene
introduzido, primeiramente devido ao fato de que o tiro se espalha por toda a area da placa utilizada
e muitas vezes ndo atinge o tecido vegetal e segundo que, quando atinge o tecido vegetal, se alojam
aleatoriamente na célula. Esta baixa eficiéncia torna necessario um método eficiente de selecdo

das plantas transformadas. O esquema deste processo de transformacéo é demonstrado na figura.
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Figura 1. Esquema demonstrativo do processo de bombardeamento de genes através da biobalistica.
(Fonte: Carneiro et al., 2004).

3.4.2 Método de selecéo: co-transformacao

Devido a necessidade de um método eficiente de selecdo € necessario utilizar na
transformacéo, além do gene de interesse, também um gene marcador de selegéo (gene reporter),
o0 qual possibilita a identificacdo do material transformado. A co-transformacéo é o método mais
utilizado e simples para este tipo de selecdo (Bodanese-Zanettini e Pasquali, 2004).

A técnica de co-transformacao permite que, com a insercdo do gene de marcagéo, as plantas
transformadas sejam selecionadas com mais facilidade (Scutt et al., 2002). Para genes em
plasmideos separados, a frequéncia da co-transformacao é de 50% (Aragao e Brasileiro, 2002).

A recomendacdo é de que plantas transgénicas comercialmente utilizadas ndo possuam
antibiodticos (que seriam utilizados como gene repdrter), entdo a segregacdo e a possibilidade de
escolha dessas plantas é essencial. Esta preocupacdo vem da possibilidade de transferéncia
horizontal do transgene marcador das células vegetais para bactérias patogénicas presentes no trato
intestinal humano (Bodanese-Zanettini e Pasquali, 2004).

3.4.3 Cultura de tecidos
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A cultura de tecidos vegetais é realizada pela cultura asséptica in vitro, em recipientes de
vidro, de células, tecidos e 6rgaos de plantas extraidos previamente de uma planta matriz. Com a
criagdo de um ambiente artificial com fatores quimicos (meio de cultura, com nutrientes e
horménios necessarios para determinada espécie de planta) e fatores fisicos (luz e temperatura)
controlados, visando fornecer condi¢fes adequadas para o desenvolvimento da espécie em cultivo
(Silva Neto e Andrade, 2011). Neste caso para o desenvolvimento de embrides de soja previamente

transformados.
4. Metodologia
4.1 Local e conducao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia Sintética da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada no Parque Estacdo Bioldgica, PQEB, Av. W5
Norte (final) Caixa Postal 02372 — Brasilia, DF — CEP 70770-917.

4.2 Transformacao genética de Glycine Max

O método de transformacdo genética utilizado foi o bombardeamento de particulas
(biobalistica). Foi utilizado gas hélio sob alta pressdo e microparticulas de tungsténio envoltas por
DNA, de acordo com o método patenteado pela Embrapa (Aragdo e Rech., 1998), com pequenas

modificacdes, descritas a seguir.

4.2.1 Preparo do material vegetal: sementes

As sementes de soja utilizadas foram BR-16 devidamente esterilizadas. Aproximadamente
300 sementes foram imersas em 300 mL de etanol 70% durante 1 minuto e transferidas para
300mL de hipoclorito de s6dio a 1% durante 20 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas
4 vezes com agua estéril e embebidas em agua destilada por 16 horas, em temperatura ambiente.
As sementes desempestadas foram retiradas da agua, de 10-15 sementes por vez, e colocadas em
uma placa de Petri estéril contendo papel filtro. Com o auxilio de uma pinga e um bisturi, cada
semente teve seus cotilédones abertos e seu eixo embrionario retirado. Sob um microscopio
estereoscopico (lupa) as folhas primarias destes embrides foram cortadas para expor a regido
meristematica a fim de ser bombardeada. Em seguida os embrides foram colocados em placa de
Petri contendo agua estéril para serem posicionados nas placas para bombardeio com as

microparticulas revestidas de DNA.
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Em fluxo laminar, os embrides foram secos em papel filtro estéril, sendo 15 embrides
acomodados por vez em sulcos no meio de cultura em placas de Petri contendo 12 mL de meio de
bombardeamento (sais MS, 30g/IL de sacarose, 8 g/L de phytagel, pH 5,7). Estes sulcos foram
dispostos em forma de circulo no centro da placa, tendo a regido meristematica dos embrifes
direcionada para cima e para o centro. O bombardeamento foi realizado com particulas de
tungsténio.

4.2.2 Preparo das particulas de tungsténio e precipitacgdo do DNA sobre as

microparticulas e colocacdo nas membranas para bombardeio

Este procedimento foi realizado pesando-se 60mg de microparticulas de tungsténio M10,
colocadas em tudo de micro centrifuga de 1.5mL e adicionados 1mL de etanol 70%. As particulas
foram mantidas em agitador por 15 minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 3.000 g durante 5
minutos, e o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 1mL de agua estéril, colocadas em
agitador por 15 minutos e em centrifugadas a 3.000g durante 5 minutos. Este procedimento foi
repetido por mais duas vezes. Na ultima lavagem, a agua estéril foi descartada e as microparticulas
foram ressuspendidas em 1mL de glicerol 50%.

Para ocorrer a precipitacdo do DNA sobre as microparticulas, foi realizada agitacdo durante
30 segundos e transferéncia para aliquotas de 50ul em tubos de microcentrifuga. Foram
adicionados 5uL de DNA plasmidial (lug/uL) em uma aliquota de 50ul de particulas e
imediatamente adicionado 50ul de CaCl2 a 2.5M e homogeneizado, em sequéncia foi adicionado
20ul de espermidina 0.1 M e homogeneizado. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente,
sob agitacao lenta por 10 minutos. Em seguida foram centrifugados por 10 segundos a 3.000 g e 0
sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 150mL de etanol absoluto e homogeneizado. Foi
realizada centrifugacdo a 3.000g por 10 segundos, e este processo foi repetido uma vez. Por fim
foram adicionados 24ul de etanol absoluto por amostra e submetidos a ultrassom por 3 segundos.

Estas amostras contendo 24ul de reacdo foram distribuidas na regido central de cada
membrana transportadora, 6ul por membrana. As membranas foram previamente posicionadas
sobre seus devidos suportes, os discos das membranas. Estes discos foram transferidos para placas
de Petri contendo gel de silica e colocados no dessecador por 5 minutos, apds este tempo estavam

prontos para serem utilizados.

4.2.3 Preparacéo e desenvolvimento do DNA: vetor para transformacéo
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O vetor utilizado para as transformacdes genéticas em embrides de soja foi o pPCAMBIA-
35S-AtGSL5-GFP, Ellinger, 2013, sem modificagdes. O vetor foi enviado para sequenciamento
pela a empresa Macrogen (Coréia do Sul) para checagem da sequéncia. O vetor foi multiplicado
utilizando células competentes DH5a de E. coli, extraido das mesmas com o auxilio do kit da
Qiagen (Hilden, Alemanha) Plasmid Maxi Kit 25, conforme especificacGes do fabricante. O vetor
possui 15.056 pares de base, onde o fragmento de interesse consiste em um promotor constitutivo
(CamV35S) dirigindo o gene da calose fusionado ao EGFP e um terminador, como mostra a figura
3.

O outro vetor utilizado para a co-transformacéo continha o gene de selecdo Ahas, o qual
possui uma mutacdo em sua sequéncia codificadora a qual confere resisténcia especifica aos

herbicidas da classe das imidazolinonas (Sathasivan et al., 1990), que inclui o imazapyr.

pCAMBIA-35S-AtGSLS-GFP

15,056 bp

LB T-DMA repeat

N1
I (lac operator]
CaMV 355 promoter (enhanced) (CAP binding site|

Figura 2. Representacdo esquematica do vetor pPCAMBIA-35S-AtGSL5-GFP. O gene da calose
esta localizado entre o promotor constitutivo CaMV35S e o gene repérter GFP.

4. 2.4 Bombardeamento
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Apos a disposicdo dos embrides nas placas de Petri e a preparacdo dos discos das
membranas, ambos foram inseridos no acelerador de particulas por hélio a alta presséo (Figura 4).
A pressdo do vacuo utilizada foi de 27 polegadas de Hg e a pressdo do gas hélio de 1200 psi. A
pressdo aplicada faz com que a membrana contendo o DNA seja direcionada para as placas de
Petri contendo os embrides, a tela de prote¢do ndao permite que a membrana passe e assim somente

o DNA ¢ “atirado” sobre os embrides, resultando na transformagao genética.

Cimara de alta pressio do hélio

Membrana de ruptura

Suporte da membrana carreadora

Membrana carreadora
contendo microparticulas
cobertas com DNA

Valvula de vedagdo

&

Tola do gho da b Care

Figura 3. Acelerador de particulas. (Fonte: Rech e Aragdo 1998).

4.3 Cultivo e analise das plantas transformadas

4.3.1 Cultivo das plantas pos-transformadas

Apos a transformacao, os embrides foram mantidos por 24 horas nas placas de Petri contendo
meio de bombardeamento. Em seguida foram transferidas para recipientes contendo meio de
crescimento e selecdo o qual, contém, além dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos
embrides, BAP (22,2 uM de benzilaminopurina (BAP) para 0 enraizamento e imazapyr (na
concentracdo final de 500nM), um herbicida o qual um dos vetores transformados contém um gene
de resisténcia para selecdo das plantas transformadas. Estas células s&o totipotententes, no que se

refere ao seu potencial de regenerarem um organismo inteiro com os estimulos apropriados.
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4.3.2 Aclimatacdo das plantulas transformadas

Com aproximadamente 30 dias, as plantulas bem desenvolvidas e confirmadas como
positivas ap0s analises: extracdo de DNA genémico, PCR, Dot-Blot e sequenciamento; foram
transplantadas para a casa de vegetacdo em copos plasticos contendo substrato de terra e
vermiculita (1/2:1), e cobertas com sacos plasticos. Apos o terceiro dia foram feitos cortes no saco
plastico possibilitando maior entrada de ar. Apds uma semana os sacos plasticos foram retirados.

Aos 60 dias foram transplantadas para vasos maiores contendo substrato de terra.

4.3.3 Extragéo de DNA gendmico

A extracdo de DNA foi feita, das plantas aclimatadas ap6s aproximadamente 30 dias, de
acordo com Manual de transformacdo genética de plantas (2015), com pequenas modificacdes.
Brevemente, foram macerados 20-40mg de tecido da folha fresco em um tubo de microcentrifuga
de 1.5ml utilizando um pistilo de vidro; em seguida foram adicionados 200ul de CTAB e as
amostras foram incubadas em banho seco por 20 minutos a 65 graus Celsius. Foram adicionados
200ul de clorofil e as amostras foram colocadas no agitador por 3 minutos. Em seguida foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi retirado e transferido para um novo
tubo. Um volume de isopropanol, aproximadamente 150ul, foi adicionado ao sobrenadante e
centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 200ul de etanol 70%
foram adicionados ao pellet. Foi realizada nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos. O
etanol foi descartado deixando o pellet para secar por aproximadamente 10 minutos e, por fim, o

mesmo foi ressuspendido em 30ul de dgua milli-Q autoclavada. Anexo 2.

4.3.4 PCR - Reacdo em cadeia da polimerase

A PCR (1x) foi composta por: tampdo de PCR com magnésio (10x, Sigma-Aldrich St
Louis, MO, EUA, P2192-1VL), DNTP’s (10mM), primers para a identificacdo do transgene
(Primer Forward — 5 TCCAGTCAATGCAAACGAGGA 3°, Primer Reverse — 5
GTCTTGTAGTTGCCGTCGTC 37, a 10mM), tag polimerase (Sigma-Aldrich St Louis, MO,

EUA, D1806) e &gua milli-Q autoclavada. Este primer foi desenvolvido de modo que identificasse,
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no vetor de transformacao, uma parte do gene codificador da calose e o inicio do gene reporter
GFP; este continha 430 pares de bases. O DNA foi utilizado em concentragéo de 10ng. O volume
final da PCR foi de 25ul. As condic¢des da PCR foram: 95 graus Celsius por 5 minutos, 38 ciclos
de 95 graus por 30 segundos, 54 graus por 30 segundos, 72 graus por 1 minuto, e ao final 72 graus
por 5 minutos. O fragmento esperado era de 430 pares de bases. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em um tamp@o TAE 1x e em gel de agarose 1% com brometo de etidio
(0.5 pg mL) e visualizados com luz ultravioleta em aparelho de foto documentacdo (Bio-Rad).

4.3.5 Dot-Blot
O dot-blot foi realizado com as amostras nas concentracfes como mostra a tabela 1.

Tabela 1. ConcentracBes e quantidades para o preparo das amostras e em sequéncia para a

utilizacdo da técnica dot-blot para identificacdo do gene de interesse.

Amostras (ng) | Concentragdo[ng/ul] | Para 1 micro-grama (4 Agua estéril (ul SSC 20x (ul
D15 936,5 1,1 13,9 7,5
H4 187,3 5,3 9,7 7,5
155 271,5 3,6 11,4 7,5
40 4949 2,0 13,0 7,5
24 325,9 3,1 11,9 7,5
152 268,4 3,7 11,3 7,5
37 320,0 31 11,9 7,5
Vetor (positivo), 10 1 14 7,5

As amostras foram preparadas, conforme as quantidades da tabela acima, e em seguida o
DNA foi desnaturado por 5 minutos a 100 graus Celsius e colocado no gelo por 5 minutos. As
amostras foram aplicadas ha membrana manualmente e secou a temperatura ambiente. O DNA foi
fixado com UV utilizando o UV Stratalinker 1800 no programa “auto cross link”. Depois de
fixado, submetido a pré-hibridizacdo com a solugdo Ultrahyb da Ambion (10 mL) e incubado a 42
graus Celsius por 4 horas. Durante a pré-hibridizagéo foi produzida a sonda GFP que foi utilizada
para hibridizar com o DNA na membrana. No preparo da sonda GFP utilizou-se 0.5 microlitros de
fragmento amplificado de PCR contendo o gene GFP na concentracdo de 42 nanogramas e 44.5
microlitros de agua estéril. Ferveu-se por 5 minutos e em seguida foi colocado por mais 5 minutos

no gelo, por fim foi adicionado ao tubo de reagdo. Adicionou-se alfa32p-dctp e incubou-se a reagéo
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por 30 minutos a 37 graus Celsius. Novamente a reacdo foi colocada por 5 minutos a 100 graus
Celsius, e em seguida 5 minutos no gelo, com isso obteve-se a sonda GFP. Em sequéncia,
adicionou-se a solugdo de pré-hibridizacdo ao tubo de reacdo contendo a sonda, este foi mantido a
42 graus Celsius por 12 horas.

Apbs o DNA ter sido hibridizado e fixado na membrana, adicionou-se a sonda a esta
membrana que continha o DNA e foi deixado para secar naturalmente a temperatura ambiente por
aproximadamente 4 horas. A sonda interagiu com o DNA e ap6s a membrana seca foram realizadas
2 lavagens com SSC 2x por 10 minutos cada; 1 lavagem com SSC 1x e incubacdo a 42 graus
Celsius por 15 minutos, por fim 1 lavagem com SSC 0.1x e novamente incubagdo por 42 graus
Celsius por 15 minutos. Apos lavada a membrana foi colocada em um cassete da Amershan LIFE
SCIENCE durante 6 horas e em seguida foi colocada no equipamento FLA-3000 da Fujifilm de

onde foram obtidas as imagens para posterior analise.

4.3.6 Sequenciamento

A andlise da sequéncia dos fragmentos obtidos foi realizada conforme descrito a seguir.
Primeiramente o produto obtido ap6s a PCR foi utilizado para realizar uma ligacao no vetor pPGEM
T-easy (Promega), utilizando o kit pGem T-easy vector systems (Promega) com a seguinte reacao:
2x Ligation buffer — 5ul; vetor pGem (50ng) — 1ul; produto da PCR (25ng) — 1ul; T4 ligase DNA
— 1ul; dgua milli-Q estéril — 2ul, totalizando 10ul de reacdo. A ligacdo foi colocada a 4 graus
Celsius durante 16 horas. Com a ligacao terminada a reacdo foi utilizada para transformar células
competentes de bactéria, DH5-alfa pelo método de choque térmico. De forma breve, eppendorfs
com células competentes foram retirados de refrigeracdo a -80°C e mantidos por 10 minutos em
gelo; o DNA plasmidial foi adicionado (1ul - cerca de 20 ng) as células e em seguida estas foram
incubadas em gelo por 30 minutos. As amostras foram transferidas para um banho a 42°C durante
exatamente 45 segundos e colocadas em gelo por 2 a 5 minutos. Foram adicionados 500 pL de
meio de crescimento das bactérias, LB. Os tubos contendo as células transformadas foram
transferidos para uma estufa 37°C por 50 minutos sob agitacdo de 180 rpm. Por fim foram
distribuidos 100ul da reagdo em placas de petri contendo antibiético de selecdo (10 ul de
ampicilina) e meio de cultura, LB. Estas placas foram mantidas em estufa a 37°C por 16 horas. Na
sequéncia, as colbnias bacterianas que cresceram foram coletadas foi extraido o DNA utilizando
o kit e protocolo da QIAGEN Spin Miniprep Kit (250) (Hilden, Alemanha), segundo
especificacOes do fabricante.
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Foi realizada nova PCR utilizando o DNA extraido das células bacterianas com as mesmas
condicOes descritas anteriormente. As amostras de DNA foram enviadas a empresa Macrogen,

sede na Coréia do Sul, a qual realizou o sequenciamento.

5. Resultados e Discussao

Apos a transformacéo genética pela técnica da biobalistica ter sido realizada, durante a fase
de cultura de tecidos, os embrides que se regeneraram em meio de cultivo, contendo o herbicida
imazapyr e meio de enraizamento, foram posteriormente aclimatados em casa de vegetacdo. Apos
a aclimatacéo, foram realizadas reacdes de amplificacdo, PCR, seguidas de analises por Dot-Blot
e finalizando com analises de sequenciamento.

O desenvolvimento inicial das plantas em meio de cultura perdurou por aproximadamente
30 dias e em seguida plantas transformadas, que se mostraram resistentes ao meio de selecao
contendo o herbicida imazapyr, foram aclimatadas em casa de vegetacao para posteriores analises.
O numero total de embribes bombardeados e analisados foi de 1080, deste total 357 plantas
regeneraram e desenvolveram no meio de selecdo, estas foram as utilizadas para posteriores
analises.

A eficiéncia do processo foi avaliada sob duas éticas, como descreve a tabela 2. Plantas mortas no
processo de selecdo ainda em meio de cultura foram descartadas.

Tabela 2. Eficiéncia de transformacdo pelo processo de biobalistica considerando plantas
transformadas e plantas confirmadas positivas em analises posteriores. *- Bombardeamento
seguido pelo nimero do mesmo. Ex.: B1. Bombardeamento nimero 1. **- Porcentagem de plantas
aclimatadas quando comparado ao total de embrides transformados. *** - Porcentagem de plantas

positivas quando comparado ao total de plantas aclimatadas.
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Amostras B1* B2* B3* B4* B5* B6*
Plantas mortas em meio de sele¢éo 171 55 134 118 121 109
Plantas aclimatadas em casa de 9 119 43 61 55 70
vegetacao - transformadas
Plantas confirmadas positivas por 0 6 3 1 4 1
testes moleculares
Total de embrides transformados 180 180 180 180 180 180
Eficiéncia considerando o total
embrides transformados ** 5% 66 % 24 % 33% 30 % 39 %
Eficiéncia do processo considerando
as plantas aclimatadas *** 0% 5% 7% 2% 7% 1.4%

As plantas aclimatadas representam as quais foram transformadas e incorporaram o vetor
AHAS que confere resisténcia ao herbicida e permite o desenvolvimento das plantas em meio de
cultura. Por fim as plantas confirmadas positivas por testes moleculares continham os dois vetores,

AHAS e 0 vetor contendo o gene de interesse.

No presente trabalho, quando se consideram as porcentagens de plantas aclimatadas (n=
357), em relacdo ao total de embribes transformados (n=1080), obteve-se um resultado bem
elevado com uma taxa de 34% de eficiéncia na transformacdo, mostrando que a técnica foi
eficiente, bem executada e esta de acordo com valores encontrados na literatura. De forma similar,
Li et al. (2004) obteve um resultado de 50% de taxa de co-transformacéo, utilizando técnica
semelhante a do presente estudo. Em seu trabalho, Droste et al. (2002) obtiveram uma taxa de
transformacéo de 36 %, e Wiebke et al. (2006), obtiveram uma taxa de transformacdo de 12%,

mas neste estudo foi utilizado um sistema integrado de Biobalistica-Agrobacterium.

Quando analisadas as plantas aclimatadas (n=357), em relacdo as plantas positivas
confirmadas com o uso de técnicas moleculares (n=15), é possivel observar uma eficiéncia de
aproximadamente 4%. Esta baixa taxa de conversao das plantas aclimatadas em plantas positivas
mostra a baixa eficiéncia das técnicas atuais de transformacao (Possa, 2010). Possiveis explicaces
para esta baixa taxa de conversdo sao: a fragmentacdo do vetor contendo o gene de interesse devido
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a alta pressdo e velocidade do processo e 0 ndo desprendimento entre 0 material genético e as
particulas utilizadas (particulas de tungsténio), ndo ocorrendo assim a introdugdo do DNA no
genoma da planta.

A identificagdo das plantas positivas foi realizada por PCR, utilizando primers especificos,
desenhados para a regido terminal do gene da calose indo até a regido inicial do gene repérter GFP,
dando um total de 430 pares de bases de extensdo. A identificacdo dos fragmentos foi realizada
por eletroforese (Figura 6). A ndo deteccdo dos fragmentos sugere que as plantas ndo foram

transformadas. Anexo 1.

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (1%) para identificacdo dos fragmentos apos PCR. As
bandas circuladas sdo plantas identificadas como positivas e a banda dentro do quadrado é a
indicagdo do controle positivo. *MM — marcador de peso molecular — 1kB Plus DNA ladder
(Thermo Fischer, Massachusetts, EUA).

A re-confirmacéo da transformacéo foi realizada pela técnica de Dot-Blot com uma sonda
especifica para a regido terminal da calose e inicial do GFP (Figura 7). Os pontos pretos
representam locais onde a sonda se ligou e ocorreu a identificagdo do fragmento de interesse, no
local onde ndo apareceu nada demonstra a ndo identificacdo do fragmento desejado, neste caso, 0

controle negativo.
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Figura 5. Analise de Dot-Blot para detectar o gene GslI5 codificador da calose. Do canto
superior esquerdo 1 - D15; 2 - H4; 3 - 155; 4 - 40; 5 - 24; 6 - 152; 7- 37 (controle negativo);

8 - Vetor (Controle positivo na concentragdo de 10 ng).

Para se ter a concretizagcdo da confirmacdo das plantas transformadas foi realizado o
sequenciamento do fragmento desejado. Apos nova extracdo do DNA das plantas positivas, foi
realizada uma PCR, o produto obtido foi ligado ao vetor pGem T-Easy e transformado em células
de E. Coli DH5-alfa. Apo6s as células terem multiplicado em meio de cultivo, o DNA foi extraido
e enviado para sequenciamento (Macrogen, Coréia do Sul). O resultado obtido confirmou os
resultados anteriores, como pode ser observado na figura 6.

pCAMBIA-355-ATG5L5-GFP
Resultadoseguenciamento

pCAMBIA-355-ATG5L5-GFP
ResultadoSeguenciamento

pCAMBIA-355-ATGSLS-GFP
RezultadoSeguenciamento

pCAMBIA-355-ATGSLS-GFP
ResultadoSequenciamento

pCAMEIA-355-ATG5L5-GFP
ResultadoSeguenciamento

pCAMBIA-355-ATG5L5-GFP
Resultadoseguenciamento

pCAMBIA-355-ATG5L5-GFP
ResultadoSeguenciamento

pCAMBIA-355-ATGSLS-GFP
RezultadoSeguenciamento

actcataatggticcagtagcgttcttgtcatggatgocctggaticcagtcaatgcaaac
———————————————————————————————————————————— TOCAGTCAATACARAC

B R S e b e
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CeECEAGEGLEAGGGCGATECCACCTACGRCAARC TOACCCTGAAGT TCATCTGCACCALC
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Figura 6. Representacdo do alinhamento utilizando o programa Clustal Omega, Multiple
Sequence Alignment, EMBL-EBI, da sequéncia obtida do resultado do sequenciamento com a
sequéncia do vetor utilizado para as transformac6es genéticas. Os locais indicados por asteriscos

representam a compatibilidade das sequéncias.

Apos o sequenciamento foi possivel observar que as sequéncias eram compativeis e havia
somente a presenca de mutacdes pontuais dentro do fragmento sequenciado, formado por 430
pares de bases, as quais acreditamos ndo serem prejudiciais ao processamento da proteina (locais

sem asterisco séo pontos de discordancia entre as sequéncias).

Apenas um bioensaio foi realizado. Em uma placa de petri de vidro, foram colocadas uma
folha de planta ndo transformada e uma folha de uma das plantas identificadas como positiva, e

inoculadas com esporos do fungo causador da ferrugem asiatica da soja, Phakopsora pachyrhizi.

O resultado deste ensaio foi inconclusivo visto que ambas as folhas foram infectadas pelo

fungo impossibilitando de quantificar o dano causado.

Devido a problemas na casa de vegetacdo com a aplicacdo de produtos quimicos, 13 das 15
plantas, confirmadas nos trés métodos descritos acima, morreram. Quanto as duas que sobraram,
uma gerou uma Unica semente e a outro gerou duas sementes, totalizando um total de 3 sementes
obtidas das plantas confirmadas positivas, estas sementes foram plantadas e neste momento estdo

crescendo para futuras analises.

6. Conclusao

Com o presente trabalho pode-se concluir que as técnicas para transformacgédo genética de
plantas disponiveis atualmente ainda ndo alcangaram sua maxima eficiéncia, havendo necessidade
do desenvolvimento de novas alternativas e/ou aprimoramento das existentes. Foi possivel
concluir também que o gene da calose foi inserido na planta de soja com sucesso, obtendo-se

plantas positivas e confirmando-as por meio de técnicas moleculares utilizadas. Contudo, a
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realizacéo de bioensaios ndo foi bem-sucedida, o que impossibilitou uma conclusao concreta sobre
a possivel resisténcia da planta de soja ao fungo da ferrugem asiatica, necessitando de mais anélises
das plantas confirmadas e também de sua progénie.

A realizacdo de trabalhos, como o descrito nesta dissertacdo € de extrema importancia visto
que, o fungo causador da ferrugem asitica em soja € uma das doengas mais incidentes nesta
cultura na atualidade, causando perdas devastadoras aos produtores. O alcance de uma possivel
resisténcia € de extrema importancia para reduzir prejuizos econdémicos aos produtores e também
prejuizos ambientais devido ao elevado numero de fungicidas utilizados para a prevencéo a esta

doenca.
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Anexo 1. Imagens de Géis de agarose para a identificagdo de outras plantas positivas
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Anexo 2. Sequenciamento do fragmento

MOGge!
Fle 8 ) M03Fadl BB 0TO0 203046 Siwal G AT6CATSH

S § MF Loe B Bweguong SR Db i34scms Pl of]

I 1 i i i fl 1 il W li il i
RN XN @ECG AT GGCT G CATCeCTGeTCrGeroCCAToGC0RCIa 000 ATTEQ TTTCCAGTCAATRCAMCR ARG ATATTATTCAT AAGETTTT 0l

MMMMMMW Dot -N\/\--*-WMM‘M/\- A&WV\/\M/

il il 11 il il t! i il l il A il
BOACTTCGCATCATGLAGATTOTEACTO0R A0 A AT A AGGC R ATGTCGLORCCRCGRTGAGCAGOGLGAGGAGCTRTTCACERGGRTROTGCCCATCCTRRTCRAGTTRBALGGCG
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ACGTAAACGGCCACAAGTTCAGEGTETCC GG AGGCAGRGEGATGCACCT ACGGCAGCTGACCLTOANGT TCATCTGCACCACCOGCAAGCTGCCCETGUCCTRGCCCALCCTCRTAL
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