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Resumo

O presente estudo tem por objetivo a transformagdo da soja pelo sistema que integra
bombardeamento/Agrobacterium para expressdo de uma osmotina de Solanum nigrum var.
americanum. Embrides somaticos secundarios foram submetidos a transformagao pelo sistema
integrado utilizando o vetor pCAMBIA1390-UBQ-SnOLP. Foram obtidos trés pontos verdes
higromicina-resistentes e duas plantas da cultivar elite Vencedora foram regeneradas. Analises
por PCR confirmaram a integragéo estavel dos transgenes nas plantas. Ambas produziram
flores e sementes. A presenga dos transgenes foi detectada na descendéncia de apenas uma
das plantas-méae, obedecendo ao padrdo Mendeliano dominante de 3:1. Analises por gRT-
PCR, confirmaram a expressao da osmotina de S. nigrum nas plantas T1. Este é o primeiro
estudo demonstrando que o sistema ‘“bombardeamento/Agrobacterium’ permite a
transformacao, regeneragao e expressao de um gene de interesse em plantas de uma cultivar
elite de soja.

Palavras-chave: Agrobacterium, doengas fungicas, Glycine max, osmotina, PR-5,
transformagéao genética.

Introdugao

As doengas causadas por fungos sao fatores limitantes para o aumento da
produtividade da soja. O numero limitado ou a inexisténcia de cultivares de soja com
resisténcia a fungos, bem como a quebra da resisténcia devido a rapida evolugao do patégeno,
tém sido desafios para o melhoramento convencional. A transformacdo genética € uma
alternativa para a obtencao de plantas com expressao constitutiva de altos niveis de proteinas
ou compostos capazes de limitar o desenvolvimento de fungos.

As proteinas relacionadas a patogénese (PR) estdo envolvidas tanto na resposta de
hipersensibilidade quanto na sistémica. As osmotinas pertencem a familia das PR-5, sédo
expressas em reposta a diferentes tipos de estresses bidticos e abibticos e prejudicam o
desenvolvimento do patdgeno, permeabilizando suas membranas celulares e impedindo a
manutengao do gradiente de pH. Os genes de duas isoformas da osmotina, SnOLP e SniOLP,
foram isolados a partir de S. nigrum var. americanum e, in vitro, suas proteinas apresentaram
atividade anti-oomiceto e antifingica (Campos et al., 2002; Campos et al., 2008). O objetivo do
presente estudo é a ftransformagdo da soja pelo sistema que integra
bombardeamento/Agrobacterium para a expressdao de uma das isoformas de osmotina de S.
nigrum, visando melhorar os mecanismos de defesa das plantas.

O sistema que integra bombardeamento/Agrobacterium foi adaptado para
transformagao de embrides somaticos secundarios de soja em nosso laboratério (Droste et al.,
2000; Wiebke et al., 2006). As vantagens deste sistema séo (i) a regeneracdo de plantas
completamente transformadas; (ii) a obtengao de varias plantas a partir de um Unico evento de
transformagao; (iii) a abertura de microferimentos nas células, permitindo a infeccao; (iv) a
introdugcdo de um menor nimero de copias dos transgenes no genoma vegetal com menor
fragmentagao; e (v) a aplicagao do sistema a genoétipos recomendados para plantio no Brasil.
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Material e métodos

O vetor utilizado na transformacgao das plantas foi o pPCAMBIA1390-UBQ3-SnOLP, que
contém o gene marcador de resisténcia a higromicina (hpt 1l), regulado pelo promotor e
terminador CaMV 35S, e o gene da osmotina (SnOLP) de S. nigrum, sob controle do promotor
da ubiquitina-3 de Arabidopsis thaliana e do terminador do gene da nopaline synthase (nos).

Embrides somaticos da cultivar elite BRSMG 68 Vencedora e da modelo para
transformagéao IAS5 foram obtidos a partir de cotilédones imaturos e proliferados por 6 meses.
Embrides somaticos secundarios foram submetidos a transformacéo pelo sistema que integra
bombardeamento/Agrobacterium. A linhagem LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens foi
utilizada nas transformagbes. O numero inicial de conjuntos embriogénicos do experimento
pode ser observado na Tabela 1. Ap6s a transformacao, o material vegetal foi transferido para
meio de selegdo em higromicina. Os tecidos verdes, proliferantes, higromicina-resistentes
foram separados e transferidos para novo meio para permitir a histodiferenciagdo dos embrides
e sua conversao em plantas.

A presenga dos transgenes (SnOLP e hpt) nas plantas regeneradas (T0) foi confirmada
por PCR. As sementes obtidas a partir das plantas TO foram semeadas, em contengao, para
obtengdo das plantas T1. DNA e RNA extraidos a partir destas plantas foram analisados por
PCR e gRT-PCR, respectivamente.

O teste Qui-quadrado (x°) foi aplicado para plantas da geracéo T1 para confirmar se a
segregacgao observada neste estudo estava de acordo com a frequéncia Mendeliana esperada
(3:1), ao nivel de significancia a = 0,05.

Resultados e discusséo

Os resultados obtidos a partir do experimento de transformagao podem ser observados
na Tabela 1. Duas plantas da cultivar elite BRSMG 68 Vencedora foram recuperadas com
sucesso a partir de um Unico ponto verde, higromicina-resistente, indicando que as plantas
pertencem ao mesmo evento de transformacéo.

Tabela 1. NOmero de conjuntos verdes higromicina-resistentes, de embrides
histodiferenciados e plantas obtidas a partir da transformacdo com o gene da osmotina de S.
nigrum via sistema que integra bombardeamento/Agrobacterium

BRSMG 68 Vencedora IAS5

Numero de conjuntos embriogénicos submetidos a transformagéo 80 100
Numero de conjuntos verdes higromicina-resistentes 1 2
Numero de embrides histodiferenciados 96 18
Numero de embrides regenerados (raiz e folha)* 8 (11,2%) 0
Numero de plantas adultas* 2 (2,1%) 0

*A porcentagem corresponde a razédo entre o total de embrides regenerados (ou plantas) e o total de
embrides histodiferenciados.

O DNA extraido das folhas das duas plantas foi analisado por PCR para confirmar a
integragcao estavel dos transgenes no genoma vegetal. As duas amostras apresentaram os
fragmentos de tamanho esperados de 500 pb de hpt Il e 744 pb de SnOLP.

As plantas TO foram capazes de produzir flores e sementes, que foram semeadas para
obtencdo das plantas da geragdo T1. Novamente, andlises por PCR foram utilizadas para
confirmar a presenga dos transgenes no genoma da progénie e para avaliar sua segregagao.
Os dados referentes a obtencdo das plantas T1 e segregagdo dos transgenes estédo
representados na Tabela 2. A presenga dos transgenes foi detectada na descendéncia de
apenas uma das plantas-mae. De acordo com o teste estatistico do %, a freqliéncia observada
para a progénie da planta G esta de acordo com o padrao de heranga Mendeliana esperado
para um loécus dominante (3:1; transgénicas:ndo-transgénicas). Estes resultados sugerem a
integracdo de uma copia Unica do T-DNA no genoma da planta. Analises moleculares
complementares confirmarao esta hipotese. Para a segunda planta, toda a progénie foi PCR
negativa, o que pode ser consequéncia do pequeno nimero de sementes e plantas ou de taxas
de segregacao excepcionais.
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Tabela 2. Plantas T1 obtidas a partir da autofecundagéao de plantas TO e a
segregacao do gene SnOLP

Plantas TO
P G
Numero de sementes 6 70
Numero de plantas T1 adultas 3 20
Numero de plantas T1 PCR positivas 0 12
Numero de plantas T1 PCR negativas 3 8
Frequéncia observada 0:3 3:2

Até o momento, andlises por qRT-PCR foram conduzidas para quatro plantas da
geragdo T1 e a expressao da osmotina em nivel de mRNA foi confirmada, como ilustra a Figura
1. A planta selvagem apresentou uma expressao basal de osmotina, que foi considerada com
valor igual a 1. Todas as plantas PCR positivas para SnOLP e hpt mostraram niveis de mMRNA
superiores ao observado para a planta selvagem. Testes complementares serdo realizados
com outros genes referéncia. Testes in vitro e in vivo serdo também conduzidos para
comprovar a capacidade de resisténcia das plantas a fungos fitopatogénicos.

Este é o primeiro relato de expressdo de um gene de interesse em plantas da cultivar
elite de soja BRSMG 68 Vencedora e o primeiro estudo com o sistema de transformagao que
integra bombardeamento/Agrobacterium, comprovando a obtengdo de plantas transgénicas
férteis expressando um gene de interesse.
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Figura 1. Analise de expressdao em nivel de mRNA da osmotina de S. nigrum em plantas
transgénicas de soja por gRT-PCR. Gene referéncia: CYP.
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