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Introducéao

Em 2000, o Brasil obteve US$ 4,2 bilhGes com a exportacdo da soja e
seus subprodutos e, em 2007, esse numero alcancou US$ 11,4 bilhoes,
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um incremento de 171,3 % (Cultivar, 2008). Dados do Ministério do
Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior mostram que o grdo tem
importante participacao nas exportacoes brasileiras. Em 2006 foram
US$ 9,3 bilhdes, o que representou 6,77 % do total exportado naquele
ano (Embrapa, 2008).

De janeiro a abril de 2004, a escassez de chuvas nos estados do

Sul provocou na sojicultura paranaense perdas de aproximadamente

1,9 milhdes de toneladas. O Estado do Rio Grande do Sul foi o mais
atingido, com uma quebra de 4,1 milhdes de toneladas de soja, reducéao
de 47,8 % da safra do estado. Na regido Centro-Oeste, as perdas totais
foram calculadas em 3,4 milhdes de toneladas graos, sendo 2,1 milhdes
de toneladas de soja (Conab, 2004).

De modo geral, a primeira causa de queda da producdao mundial de soja
sdo os estresses abidticos que podem diminuir os rendimentos médios
da maioria das culturas em mais de 50 % (Boyer, 1982; Bray et al.,
2000). Dentre esses fatores, destaca-se a seca como o principal fator
responsavel pelas oscilacées anuais na producao brasileira do grdao
(Farias et al., 2006).

O que aconteceria com a producao agricola se as projecdes de elevacao
de temperatura - fruto do aquecimento global - se confirmassem

ao longo dos préximos anos? Em um estudo recém-concluido,
pesquisadores da Embrapa Informéatica Agropecuéria (CNPTIA) e da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) mostraram que o café,
o arroz, o feijdo, o milho e a soja terdo suas areas aptas ao cultivo
reduzidas praticamente pela metade assim que a temperatura média
da Terra estiver 5,8 °C acima da atual. Esse aumento da temperatura
pode ocorrer em um prazo de 50 a 100 anos, conforme previsao do
Painel Intergovernamental sobre Mudancas do Clima (IPCC, na sigla
em inglés). Segundo os pesquisadores, o aumento da temperatura
implicara incremento da evaporacdo da agua do solo e da transpiracao
das plantas. Assim, dreas que eram préprias para o cultivo de
determinada cultura deixardao de ser e outras que ndao eram adequadas
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passarao a ser. Para a cultura da soja, aumentos de temperatura de
1 °C e 3 °C reduziriam a area plantada para 2,7 e 2,1 milhoes de
km2, respectivamente. No pior cenario, com aquecimento de 5,8 °C,
a area apta para o cultivo da soja passaria a ser de 1,2 milhdes de
km?2 (Agéncia CT, 2005). Situacbes de secas muito provavelmente
acompanharao este evento de aquecimento global, sinalizado nas
previsbes ambientais (Nepomuceno et al., 2002).

A safra de 2004/05 foi marcada por severas condicdes climaticas. Nos
estados do Sul do Brasil, responséaveis por mais de 40 % da producao
nacional de soja, as perdas somaram mais de 25 %, atingindo em perdas
diretas mais de U$ 2,32 bilhdes. No Rio Grande do Sul, as perdas foram
acima de 70 % na cultura da soja (Farias et al., 2005). Essa safra entrou
para a histéria da agricultura como a pior de todos os tempos. Deixaram
de ser produzidas 12,4 milhées de toneladas de graos por causa da
seca que assolou o Sul e o Centro do Pais. O fenédmeno climéatico, cuja
intensidade nao foi prevista por nenhum instituto de meteorologia,
afetou estados que concentram 60 % da producdo nacional de graos. O
produto mais afetado foi a soja, com uma perda de receita da ordem de
R$ 5,4 bilhoes (Portal do Agronegécio, 2005).

Entre as alternativas para amenizar os problemas da deficiéncia
hidrica esta o uso da irrigacédo. Entretanto, fatores econémicos

e, principalmente, disponibilidade de recursos hidricos sdo sérios
obstaculos para utilizacdo dessa estratégia. Outra possibilidade é o
desenvolvimento de cultivares mais adaptadas a condicdes de déficit
hidrico. No entanto, algumas dificuldades surgem para o melhorista
na selecao de linhagens, como quantificar o efeito do estresse, seja
pela falta de metodologia de avaliacdo, em razdao da complexidade
dos mecanismos envolvidos, seja pela instabilidade e intensidade da
ocorréncia do fator de estresse. Além disso, a tolerancia a seca é
considerada uma caracteristica poligénica e dificil de ser trabalhada
somente pelo melhoramento genético convencional (Beever, 2000).

Nos ultimos anos, contudo, o desenvolvimento de técnicas de
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biotecnologia tornou possivel ndo somente a identificacéo fisica de
genes envolvidos em uma determinada resposta fenotipica, mas
também o isolamento preciso de sequéncias de DNA responséaveis

por determinada caracteristica. Aliadas as técnicas de transformacéao
vegetal, essas metodologias tém permitido alterar a composicao de
componentes individuais de plantas, aumentando as defesas contra
estresses bidticos e abidticos, indo além do que se consegue por

meio de praticas de melhoramento convencional. Deste modo, a
transformacdo genética tornou possivel a introducao direta de genes que
modificam caracteristicas de interesse agronémico ou agregam valor ao
produto agricola (Pefia et al., 1995).

Assim, a obtencao de plantas transformadas com caracteristicas de
tolerancia a seca e o uso correto de praticas de manejo na cultura da
soja poderdao contribuir para amenizar os problemas decorrentes do
déficit hidrico.

Muitos métodos de transformacao estdo disponiveis atualmente,
destacando-se o sistema via Agrobacterium tumefaciens e a técnica
de biobalistica (Aragéao et al., 2000; Aragao, 2002; Rech et al., 2008),
utilizados na insercao de genes envolvidos em resposta a desidratacao.

Estudos recentes de regulacdo génica em plantas submetidas ao déficit
hidrico identificaram alguns genes que respondem a desidratacao.
Dentre esses genes, verificou-se a presenca de uma familia de genes
que codificam fatores de transcricdo denominados DREB (Dehydration
Responsive Element Binding protein). Esses fatores estdao envolvidos
na ativacao de varios outros genes que apresentam caracteristicas

de protecao das estruturas celulares, durante a desidratacao celular
(Shinozaki e Yamaguchi - Shinozaki, 2000). A introducédo do fator de
transcricao DREB1A, sob o controle do promotor estresse induzido,
rd29A, em Arabidopsis thaliana, tabaco e trigo resultou em um aumento
da toleréncia a seca, a salinidade e ao frio nessas espécies (Kasuga et
al., 1999; Hsieh et al., 2002; Kasuga et al., 2004).
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Nesse sentido, a EMBRAPA, por meio de Memorando de Entendimento
(MOU) e de Acordo de Transferéncia de Material (MTA) entre EMBRAPA
e JIRCAS (Japan International Research Center for Agricultural
Sciences), iniciou trabalhos de transformacao genética de soja com
construcoes AtDREB1A. O Japao, por meio do JIRCAS, desenvolveu e
patenteou a tecnologia AtDREB, que possui elementos genéticos obtidos
de Arabidopsis thaliana. Mesmo tendo sido obtidos de A. thaliana,

as construcoes DREB (AtDREB) ja foram testadas em espécies como
arroz, trigo e tabaco com resultados positivos em relacdao ao aumento
de toleradncia a seca nessas espécies. Como resultado dessa parceria
com o JIRCAS, e da aprovacao do projeto no Macroprograma 3 para
desenvolvimento de plantas de soja contendo construcées DREB, varias
linhagens de soja foram geradas e inicialmente caracterizadas. Foram
feitas avaliacoes moleculares, fisiolégicas e agronémicas preliminares
em um dos eventos, visando a analisar a eficiéncia da construcao
rd29:AtDREB1A em aumentar tolerancia a seca em soja. As informacdes
coletadas serviram como base para estudos em andamento que estao
identificando os melhores eventos com relacédo a estabilidade, ao
nuimero de cépias, aos niveis de expressao, etc, e que possivelmente
serao utilizados como eventos “elite” no programa de melhoramento
genético de soja da EMBRAPA. Os resultados preliminares também

irdo embasar estudos de biosseguranca para a desregulamentacao de
possiveis eventos comerciais.

Objetivos
a) Objetivo geral:

® Introduzir, por biobalistica, a construcao rd29:DREBT1A em
plantas de soja, visando a obtencao de plantas com niveis
maiores de tolerancia a seca.

b) Objetivos Especificos:

® Caracterizar a estabilidade genética, o nimero de cdpias
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e os niveis de expressao da construcao rd29:AtDREBTA,
introduzida em soja por biobalistica.

® Caracterizar fisiolégica e agronomicamente, em regime de
contencao, as plantas de soja geneticamente modificadas
contendo a construcao rd29:DREBTA.

® Gerar linhagens de soja GM que possam vir a se tornar
eventos “elite” para uso no programa de melhoramento de
soja da Embrapa.

Resultados e Discussao

O desenvolvimento da biologia molecular associado a tecnologia de
transformacao genética tem permitido o desenvolvimento de estratégias
que possibilitem a geracdo de plantas mais tolerantes a condicdes
de déficit hidrico por meio da manipulacédo de genes que protegem

e mantém o funcionamento e a estrutura de componentes celulares
(Wang et al., 2003; Maruyama et al.; 2004). Desse modo, por meio
do processo de transformacdo por biobalistica, foi possivel introduzir
a construcao rd29A:AtDREB1A em soja, com uma eficiéncia de

1,8 %, considerando-se o nuimero inicial de embriées que passaram
pelo processo de transformacédo. A estabilidade da transformacéao
foi confirmada por meio da transmissao do transgene em individuos
pertencentes as geracoes seguintes.

No total, foram obtidos neste projeto 17 linhagens transgénicas e,
das plantas T1 testadas por PCR convencional provenientes destas
linhagens, 207 plantas foram comprovadamente positivas para a
construcdo génica rd29A:AtDREB1A (Tabela 17), demonstrando a
transferéncia do transgene entre geracoes.
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Tabela 17 Numero de Plantas T1 positivas, provenientes de 17 linhagens
transgénicas independentes, contendo a construcdo génica rd29A:AtDREB1A.

Linhas transgénicas  Total de plantas (T;)* Plantas Testados

27C 8 8
31A 2 2
45 A 376 50
58 B 132 132
59 B 625 50
61A 46 46
62 A
63 B
343 96 96
345 A 550 50
382 B 519 50
539 A 48 48
890 42 42
1142 B 3 3
1333 A 23 23
1372 A 12 12
1378 B 47 47

O tipo de promotor utilizado em uma construcédo genética, constitutivo ou
induzido, pode interferir consideravelmente no desenvolvimento de uma
Planta Geneticamente Modificada (PGM). A superexpressao de fatores de
transcricdo, como o gene AtDREB1A, pode tornar a planta tolerante ao
déficit hidrico, mas com reducao consideravel no seu tamanho. Tal situacao
nao seria interessante do ponto de vista da producéao agricola. Trabalhos
com PGM expressando constitutivamente o gene AtDREB1A, sob controle
do promotor 35S, promoveram efeitos negativos no crescimento de
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plantas, como A. thaliana (Kasuga et al., 1999), tomate (Hiesh et al.,
2002) e tabaco (Kasuga et al., 2004). Quando a expressdo de AtDREB1A
é controlada pelo promotor estresse induzido rd29A, os efeitos no
desenvolvimento da planta sdo reduzidos, promovendo toleradncia a seca,
e permitindo o aumento no nivel de expressao de AtDREB1A apenas em
condicdes de déficit hidrico (Kasuga et al., 1999; Kasuga et. al; 2004).
Outra caracteristica a considerar é que o promotor rd29 é induzido em
todos os tecidos da planta, incluindo folhas e raizes, 6rgaos importantes
na percepcao e sinalizacdo do estresse, durante periodos de déficit hidrico
(Yamaguchi-Shinozaki, K. e Shinozaki, K., 1993).

Andlises histoquimicas de inducdo do promotor rd29A, pela expressao
da enzima R-glucuronidase (GUS), demonstraram que o promotor rd29A
de A. thaliana foi induzido nos tecidos foliares de soja dos eventos
obtidos, sob condicdo de desidratacao.

A proteina DREBT1A contém uma regiao basica na extremidade N-terminal,
que atua como um sinal de localizacdo nuclear e uma regidao acida na
extremidade C-terminal que funciona como um dominio de ativacao
transcricional em plantas (Liu et al., 1998; Yamaguchi-Shinozaki et al.,
2002). Uma série de genes downstream ao DREB1A tem sido identificada
e classificada 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 ao

RNA, enzimas necessdrias para a biossintese de acucares e inibidores

de proteases. O segundo grupo contém fatores protéicos envolvidos na
regulacao do sinal de transducao, como outros fatores de transcricéo

e enzimas envolvidas no metabolismo de receptores presentes na
membrana plasmatica (Oono et. al., 2003; Maruyama et al., 2004).

Além das andlises histoquimicas com GUS, a inducdo do promotor rd29
também foi avaliada pelos niveis de expressdo de AtDREB1A por PCR
em Tempo Real. Foliolos das plantas transformadas com a construcao
rd29:AtDREB1A demonstraram altos niveis de mRNA AtDREB1A quando
os tecidos foram expostos a condi¢cdes de déficit hidrico (Fig. 9).
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Apesar de submetidos ao mesmo periodo de estresse (90 min), a
diferenca observada entre os niveis de expressao nos foliolos de duas
plantas analisadas (P58-R1 e P58-R0O) pode ser relacionada as diferencas
no estadio de desenvolvimento do vegetal, ao tamanho do tecido e a
idade foliar (dados ndo apresentados). O nivel de expressdo de AtDREB1A
detectado nas amostras transgénicas utilizadas como controle (tratamento
0 min) pode estar relacionado a agitacdo mecéanica, no momento em

que os foliolos foram destacados das plantas (Gilmour et al., 1998).
Entretanto, trabalhos com A. thaliana registram que o transgene
AtDREB1A foi expresso acima dos niveis do gene DREB71A endégeno
mesmo em condicdes controles, sem a inducao ao déficit hidrico (Kasuga
et al., 1999), sinalizando que, mesmo em condicdes 6timas de d4gua no
solo, o promotor rd29 pode apresentar inducéo basal (Fig. 9).

N
Ahas 0 min
Ahas 90 min
BR16 90 min
P58 0 min
P58 90 min
P58-T1-0 min
P58-T1-90min
Branco

Nivel de expressao
BR16 0 min

Tratamento

Fig. 9. Nivel de expressao do transgene AtDREB1A em soja GM transformada com a
construcdo génica rd29A:AtDREB1A (plantas P58-T1 e P58-T0), sob condicdes normais e

sob desidratacao celular durante 90 minutos. Plantas controle: BR16 e BR16 transformada

com o gene Ahas.
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Estudo preliminar, em regime de contengéao, das respostas fisiolégicas

e agrondmicas demonstrou que as plantas contendo a construcao
rd29:AtDREB1A apresentaram maior tolerancia ao déficit hidrico

em comparagao com as plantas controle (variedade BR16 nao
transformada), que tiveram reducao de ciclo e durante as horas de
maior demanda evaporativa do dia murchavam mais rapidamente (Fig.
10). Parametros fisiolégicos, como fotossintese liquida e eficiéncia
fotossintética, foram entre 5 % e 10 % superiores aos valores
observados nas plantas-controle na maioria das datas observadas

(Fig. 11). Entretanto, anéalises mais precisas em niveis moleculares,
fisiolégicos e agron6micos estdo em andamento para avaliar a eficiéncia
dessa estratégia na reducdo das perdas de massa seca de plantas, ainda
em regime de contencdo. Solicitacdo de Liberacao Planejada no Campo
esta sendo elaborada visando a testes em condicdes reais de campo.

Linhagem P58 COM o gene'DREB Linhagem BR16 SEM gene DREB
5% UG'nb Solo 5% UG:-no Solo

Fig. 10. Plantas de soja da variedade BR16 geneticamente modificadas COM a construcao
rd29:AtDREB1A (A) comparadas com plantas também da variedade BR16 SEM a
construcdo rd29:AtDREB1A (B). As plantas desenvolveram-se em vasos com areia em
umidade gravimétrica de 15 % (Capacidade de Campo). Apds atingirem o estadio de

desenvolvimento R1, a umidade gravimétrica no solo foi reduzida para 5 %.
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Fig. 11. Respostas fisioldgicas das plantas BR16 e P58 estressadas e ndo-estressadas.
Em A, eficiéncia fotossintética e em B, taxa fotossintética. Os dias apds a semeadura
correspondem as datas de coletas de dados. Os tracos verticais entre as linhas
correspondem ao erro-padrdo e as diferencas observadas pelo teste de Tukey. Os pontos

onde os tracos ndo se sobrepdem indicam diferencas pelo teste de Tukey (=<0,05).

Conclusoes

Nos trabalhos desenvolvidos na Embrapa Soja, a construcao génica
rd29A:AtDREBTA, contendo o promotor estresse induzido rd29A e a
regiao codante do fator de transcricao DREB1A, ambas de A. thaliana,
foram introduzidas em soja, via biobalistica, gerando 17 linhagens GM
independentes. A expressao do gene AtDREB1A, em condicoes de
déficit hidrico pela inducdo do promotor rd29A, em eventos positivos
foi confirmada pela estabilidade da integracdo da construcdo no genoma
da soja nas primeiras geracoes (T1) provenientes desses eventos
(Beneventi, 2006).

A expressdo da enzima R-glucuronidase (GUS), visualizada por meio de
andlises histoquimicas, mostrou que o promotor rd29A foi induzido em
tecidos foliares de soja transformada sob condicado de desidratacao. E
os niveis de expressdo do AtDREB1A nas plantas GM foram superiores
quando essas foram submetidas a estresse hidrico.
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No entanto, novos experimentos estdo sendo programados visando
uma caracterizagao agrondémica e fisiolégica mais detalhada dos
eventos positivos. Desta maneira, se a maior tolerdncia ao déficit
hidrico for confirmada em condicdes de campo, essas plantas poderao
ser transferidas para programas de melhoramento de soja visando

ao desenvolvimento de variedades para comercializacdo apds a
desregulamentacdo do evento-elite utilizado.
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