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Resumo

Visando o aumento da resisténcia a fungos patogénicos, o presente trabalho foi realizado com
0 objetivo de introduzir o gene SnOLP, que codifica uma osmotina de Solanum nigrum var.
americanum, em cultivares de soja. A estratégia escolhida foi a transformac&o por biobalistica,
utilizando o plasmideo pCL1390-UBQ3-SnOLP, que contém o gene SnOLP e o gene hptll, que
confere resisténcia ao antibiético higromicina. Conjuntos de embrides soméaticos globulares das
cultivares 1AS-5, Bragg e BRSMG 68 Vencedora foram utilizados como alvo. Os conjuntos
bombardeados foram transferidos para meio seletivo visando obter material estavelmente
transformado. Os conjuntos higromicina-resistentes correspondendo a cinco, 12 e 13 eventos
de transformacgdo independentes das cultivares Bragg, IAS-5 e BRSMG 68 Vencedora,
respectivamente, foram sequencialmente transferidos para meio de proliferacdo (sem
higromicina), maturacéo e regeneragcdo. Um total de 114, 70 e 211 embrides histodiferenciados
de Bragg, IAS-5 e BRSMG 68 Vencedora, respectivamente, foram obtidos. A partir destes,
foram regeneradas duas plantas adultas de IAS-5, cada uma proveniente de um evento de
transformacéo independente e 12 plantas de Bragg, todas do mesmo evento de transformacéo.
A presenca do transgene nas plantas foi detectada por PCR e a expressao da proteina
recombinante através de Western blot. A heranca do transgene seguiu o padrao Mendeliano,
para um gene dominante, na linhagem 14 de IAS-5. As progénies das plantas transgénicas de
Bragg apresentaram uma segregac¢do excepcional, com deficiéncia de plantas transformadas.
Resultados preliminares dos bioensaios utilizando extratos protéicos totais ndo mostraram
atividade antifingica dessas plantas transgénicas.

Palavras-chave: Glycine max, planta geneticamente modificada, osmotina, resisténcia a
moléstias fungicas

Introducéo

Entre os diversos fatores que limitam os altos rendimentos da soja, as doencas estéo
entre os mais importantes e dificeis de controlar. A expansao da cultura para novas areas, a
monocultura e a utilizacdo de praticas inadequadas tém aumentado o numero de doencas
causadas por fungos, bactérias, virus e nematéides. Apesar do uso de fungicidas e outras
técnicas que visam o controle ou a eliminacdo dos patdégenos, as moléstias flngicas séo
responsaveis por grandes prejuizos nas colheitas todos os anos. Assim, o desenvolvimento de
alternativas que contribuam para o controle das doencas flngicas da soja, bem como de outras
plantas economicamente importantes € de grande interesse, destacando-se a prospeccédo de
novos compostos antifingicos e a transgenia visando a resisténcia a esses patégenos.

Entre as estratégias desenvolvidas para aumentar a resisténcia a patdégenos, incluindo
fungos fitopatogénicos, encontra-se a obtencdo de plantas que constitutivamente produzam
altos niveis de proteinas ou compostos capazes de limitar o desenvolvimento dos
microrganismos. Estes incluem proteinas relacionadas a patogénese, tais como as enzimas
hidroliticas, proteinas antifungicas, peptideos antimicrobiais, proteinas que inativam
ribossomos e fitoalexinas (Punja, 2001). As osmotinas sdo proteinas de aproximadamente 26
kDa pertencentes a familia PR-5. Estas proteinas sao produzidas em plantas sob diferentes
condicbes de estresse bidtico ou abidtico. Como outras proteinas da familia PR-5, as
osmotinas atuam permeabilizando as membranas celulares dos fungos, impedindo a
manutencao do gradiente de pH, resultando em prejuizo para o desenvolvimento do patégeno.



V CONGRESSO
ERASILEIRO DE

¢
>y

MERCOSOJA 2009

A aplicabilidade de genes da familia PR-5 na transformacao genética de plantas, com o
objetivo de promover uma resposta mais efetiva das mesmas frente a fungos fitopatogénicos,
representa uma alternativa ao emprego de técnicas tradicionais, tais como a aplicacdo de
fungicidas. Os insumos quimicos sdo notoriamente prejudiciais ao ambiente, onerosos e,
principalmente para o controle de moléstias flingicas, pouco eficazes.

Material e métodos

EmbriGes somaticos das cultivares de soja Bragg, IAS-5 e BRSMG 68 Vencedora
foram induzidos a partir de cotilédones imaturos, proliferados e mantidos como descrito por
Droste et al. (2002). O vetor de transformacéo genética utilizado nesse estudo foi o pCL1390-
UBQ3-SnOLP, contendo o gene de resisténcia a higromicina (hpt 1), regulado pelo promotor do
RNA 35S do Cauliflower mosaic virus (CaMV 35S) e pelo terminador CaMV 35S, e 0 gene
SnOLP de Solanum nigrum var. americanum sob controle do promotor UBQ-3 (Arabidopsis
thaliana-ubiquitin3 promoter) e o terminador do gene da nopaline synthase.

O bombardeamento de particulas, utilizando o aparelho de baixa press@o Particle
Inflow Gun — PIG (Finer et al., 1992), a sele¢éo dos tecidos transformados e a regeneracao de
plantas foram realizados como descrito previamente por Droste et al. (2002). Os regenerantes
primarios (To) se referem as plantas transgénicas recuperadas dos explantes originalmente
submetidos ao bombardeamento de particulas. A geracdo T; € composta por plantas derivadas
de sementes obtidas da autopolinizacdo das plantas Ty, que se desenvolveram em um telado,
com luminosidade natural e temperatura ambiente. O teste Qui-quadrado (x?) foi utilizado para
confirmar se os dados de segregagdo encontrados neste estudo estavam de acordo com a
probabilidade Mendeliana esperada (3:1). O nivel de significancia foi determinado para valores
de a =0,05.

A presenca do transgene nas plantas foi detectada por PCR e a expressao da proteina
recombinante através de Western blot. Os bioensaios para testar a atividade antifiingica da
proteina SnOLP, produzida em plantas transgénicas de soja, foram realizados no Centro de
Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa (CENARGEN / EMBRAPA). O micélio de
fungos de espécies com importancia agronémica (Macrophomina phaseolina; Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides e Fusarium solani f. sp. glycines) foram utilizados neste
experimento.

Resultados e discusséo

Os dados referentes a etapa de cultura in vitro e transformacdo genética estédo
sumarizados na Tabela 1. Um total de 90 conjuntos de embries somaticos, de cada cultivar,
foram bombardeados com o plasmideo pCL1390-UBQ3-SnOLP. Apéds a etapa de selecdo em
meio contendo o antibidtico, foram obtidos conjuntos de embrides resistentes a higromicina
correspondendo a cinco, 12 e 13 eventos de transformacédo independentes nas cultivares
Bragg, IAS-5 e BRSMG 68 Vencedora, respectivamente.

Tabela 1 — Sumério dos dados referentes as etapas de cultura de tecidos e
transformacéo genética com o vetor pCL1390-UBQ-SnOLP para as Bragg, IAS-5 e BRSMG 68
Vencedora.

Cultivar CEB EvT EH EG ER EVTAI PACV
Bragg 90 5 114 78 30 1 12
IAS-5 90 12 70 23 8 2 2
BRSMG 68 Vencedora 90 13 211 76 0 0 0

AbreviacBes: CEB = conjuntos de embrides bombardeados, EvVT = eventos de transformacédo, EH =
embrides histodiferenciados, EG = embrides germinados, ER = embrides regenerados, EVTAI = eventos de
transformacao apds incidente, PACV = plantas adultas na casas de vegetacgao.

Na etapa em que as plantas se encontravam em potes com vermiculita e solucdo
nutritiva, ocorreu um imprevisto que quase interrompeu a realizacdo deste trabalho. Uma
solugdo nutritiva estava contaminada com um herbicida, o que levou a perda de grande namero
de individuos regenerados. ApOs esse incidente foram recuperadas apenas duas plantas de
IAS-5, cada uma proveniente de um evento de transformacéo independente (plantas 13 e 14) e
12 plantas de Bragg (plantas B1 a B12), todas do mesmo evento de transformag&o. Essas
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plantas adultas sobreviventes foram utilizadas para todos os demais experimentos descritos
nesse trabalho.

Todas as plantas obtidas foram analisadas, através de PCR, para confirmar a
integracao dos genes hpt Il e SnOLP no genoma das cultivares de soja. As plantas positivas
apresentam os fragmentos de 462 e 744 pares de bases (pb) referentes aos genes hpt Il e
SnOLP, respectivamente. Os controles negativos, compostos por plantas ndo transformadas de
ambas cultivares e a reacao da PCR sem a adicdo de DNA ndo apresentam bandas referentes
a produtos amplificados.

A confirmacéo da expressao do gene SnOLP foi obtida pela técnica de Western blot.
Uma Unica banda de aproximadamente 27 kDa, detectada pela reacdo com anticorpo anti-
osmotina de tabaco, foi detectada nas plantas PCR-positivas, indicando que a mesma
corresponde a proteina SnOLP.

Para verificar o padrao de heranca do gene SnOLP na geragdo T1, entre 20 e 30
individuos das progénies da planta positiva de IAS-5 (14) e de uma amostra de trés plantas de
Bragg (progénies das plantas B1, B7 e B12 da T,) foram semeados e analisados através de
PCR. Os dados estdo sumarizados na Tabela 2. A progénie da planta 14 apresentou o padrédo
de heranca Mendeliana esperado para um lécus dominante (3:1; transgénicas : ndao-
transgénicas). Nas progénies B7 e B12 foi verificada uma deficiéncia de plantas transformadas,
sendo que a propor¢do das duas classes de plantas desvia do esperado de 3:1, aproximando-
se da proporcao 1:1. A andlise da progénie da planta B1 indica que esta obedece a proporcao
esperada, embora o valor de % obtido esteja muito préximo do nivel de significancia. Taxas de
segregacao excepcionais podem resultar de inimeros fatores, que incluem a inativagdo da
expressdo do transgene, inser¢bes que levam a mutacdes letais e falhas na transmissédo do
transgene para a descendéncia.

Tabela 2 — Segregacao do gene SnOLP em plantas da geracdo T, obtidas através de
autofecundacéo de plantas T,.

Planta To SnOLP* SnOLP” Total Proporgéo testada x>
14 24 6 30 31 0,17
B1 11 9 20 31 3,26
B7 16 13 29 31 5,07*
B12 14 12 26 31 5,13*
Pres%nga (SnOLPMe auséncia (SnOLP )do gene foi determinada por PCR.
* P< 0,05

Resultados preliminares dos bioensaios utilizando extratos protéicos totais nao
mostraram atividade antifingica dessas plantas transgénicas. Apesar do resultado dos
bioensaios ndo terem sido positivos, € importante testar o efeito do extrato dessas plantas
frente outros fungos in vitro. Testes in vivo estdo sendo conduzidos, pois esses poderdo
comprovar a real eficacia dessas plantas frente a fungos fitopatogénicos.
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