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2.3. Descrig¢ao do projeto

A obtengao de plantas transformadas com caracteristicas de tolerancia a
seca poderd contribuir para amenizar os problemas decorrentes do déficit
hidrico. A metodologia escolhida para o desenvolvimento e realizacdo de tal
estrategia sera descrita a seguir:

Atividade 1: Gestdo do projeto

A atividade 01 do projeto se encarregard da Gest3o do Projeto e integraréd as
acles de pesquisa, através da troca de informacdes por meios eletrénicos e
reunides semestrais entre 0s executores das atividades do projeto. Ao final de cada
ano do projeto pretendem-se também reunir 0s responséaveis por todas as atividades
para apresentacao, discussdo e compatibilizacdo dos resultados. Ao final do
segundo ano do projeto pretende-se conduzir uma reunido com pesquisadores da
Embrapa e do Jircas em local ainda a ser definido. Entretanto, a comunicacéo
constante entre as duas instituicées serd prioridade junto a coordenacdo do projeto
no Brasil. Além do mais, j4 esta no Brasil o Dr. Kanamori, pesquisador do
Laboratério da Dra Y-Shinozaki, que estard trabalhando na Embrapa Soja em
conjunto com a equipe de biotecnologia no desenvolvimento de soja GM para
tolerdncia a seca.

Atividade 2: Transformagdo via biobalistica de embrides de sojé com as
construgdes DREB e AREB.

As plantas de soja GMs serdo obtidas através do sisterma de co -
transformacgao, utiizando-se para isso construgdes cantendo genes DREB e
AREB e, a construgdo contendo a regido codante do gene ahas, que codifica a
enzima acetolactato sintase de A.thaliana modificada (acetohydroxyacid
synthase, E.C. 4.1.3.18). Esta enzima catalisa uma etapa inicial da sintese dos
aminoacidos isoleucina, leucina e valina e, confere resisténcia ac agente de
selegdo imazapir (Aragéo et al.,, 2000, Rech et al., 2008). Assim, somente as
células transformadas produzirdo plantulas de soja geneticamente modificadas.

As construgdes contendo 0s genes DREB e AREB foram obtidas através
de acordo entre a Embrapa e o Jircas.

Os disparos seréo efetuadcs em embrides de soja da cuitivar BR
conforme Rech &t al., 2008. De forma resumida, para a obiencdo dos eventos
{linhagens} gpoesitivos. inicialmente serfo obtidas grandes guantidades dos
plasmidios. contendo as construgdes. Utitizando enzimas de restricdo genas gue
codificam gara anubiGtices serdo retirades dos vetores olasmid:aas O DNA (1
safmlby contendo 28 ﬁ“mf:‘r'l:v;é-es Jéricas sera precipitado sch “-i“roparf:cu* as e
Lunqstemo com o aLzX1iO e CaCl (2.5 “u’i) e esoermhj.n 100 mM) Apds
"""""""""""" ' : LUGTES OO UNA precoilado nias nz:crc,par::cwas SErao
d:ctrkhudu: em membranas carregadoras f“e Kapion, a posiciordas no s

membrana. cara o tombardeamento.

Os disparcs serbo realizados com o acelerador de garticula ok
Sca. desenvolvidc no Brasi pela ampresa Biomics Léda. tste acelerado de
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particulas de gas hélio de alta pressdo sob vacuo de 27 polegadas de Hg.
pressio de 1200 psi, distancia do alvo de 80 mm dispara o DNA no tecido alvo
que, neste experimento, serdo as regides meristematicas apicais de embrides de
soja.

Apbs a transformacgéo os embrides serdo transferidos para placas de
vidro contendo meio MS suplementado com BAP (5 mg/mL), para indugéo de
multibrotamento, por um periodo de 16 h — 20 h, a temperatura ambiente, e ao
abrigo da luz. Posteriormente, os embrides serdo transferidos para meio seletivo
(MS, 3% sacarose, 0,15 pM Imazapyr, 0,8% agar, vitaminas B5, pH 5,7) onde
permanecerdo por aproximadamente 45 dias em camara climatizada, a 25°C %
1°C, a 60% umidade.

A seguir, os embrides serdo transferidos para copos plasticos contendo
areia:vermiculita (1:1) e apds um periodo de aclimatagio de aproximadamente 7
— 8 dias, amostras de folhas serdo retiradas e o DNA sera exiraido. Um PCR
(Polymerase Chain Reaction) utilizando pares de primers especificos para as
construgbes utilizadas serg realizado e apds a confirmacdo das plantas
positivas, estas serao transferidas para vasos, em casa de vegetacio, para
producao de sementes.

Atividade 3: Método de transformacgao via Agrobacterium tumefaciens.

Agrobacterium tumefaciens também sera utilizado como vetor para
transferéncia génica para céiulas vegetais em noédulos cotiledonares. A
descri¢gdo detalhadas deste protocolo com referencias pode ser encontrada em
Paz et al, 2004.

Culturas de Agrobacterium fumefaciens, cepas EHA101 ou EHA105 serédo
crescidas overnight, até to ODegy = 1.0-1.2 ou 0.4-0.6, respectivamente, em meio
de cultura YEP, a 28°C, em shaker incubador.

A cultura bacteriana sera pelletizada a 2.300 g, por 10 min, & 20°C. Os
pellets serao ressuspensos no volume original, usando, no entanto, meio liquido
de co-cultura, suplementado com 40 mg/L acetosyringone.

Cotiledones com 5 dias de cuitivo serdo utilizados neste método. Os
hipocotilos serdo cortados a 5 mm abaixo do nddulo cotiledonar, ambos
cotilédones ser&o separados por excisdo na area meristematica. Para promover
a infeccéo da zona morfogénica, 8-12 cortes superficiais serdo feitos no nadulo
cotiledonar.

Os cotiledones ser&o incubados com suspensdo de Agrobacterium por 30
min e entdo co-cultivados em meio de cultura semi-solido, por 5 dias a 25°C.

Apds o co-cuitivo. s explantes serdo iavados e colocados para meio para

ucdo de muitibrotamento, por 30 dias. Para contrclar © crescimento
bacter.ano este meic sera suplementads com um gool de  antibidiicos
f ‘otnt
(Ceto

taximsa, Vancom: cma g {umnen hina).

Os nodulos morfegersces, @ sepsrados d8 SsuUs Couidnonss. serdo
transreridos para z‘ﬁeio de ’“zont,acé supiementade com 5 mg/l. PPT como
agente seletive. Caules com 3 om 3arZ0 zxaisados 2 oolofados 2m meo ds

erraizemsnio.

_-a
-~



Cooperacéo Cientifica - Brasil e Japao

Plantas transgénicas serédo recuperadas depois de 6-7 meses apos o inicio
do cultivo em in vitro.

Os vetores binarios utilizados contendo genes de resisténcia Basta sao
derivados de plasmidios da série pPZP.

Atividade 4: Analise de integracdo das construcdes DREB/AREB nas
plantas de soja GM e em sua descendéncia.

A confirmacdo da integragdo do DNA exdgeno nas plantas To, € as
analises de segregacdo nas geracbes Ti, To,.. T, serd inicialmente realizada
através da técnica de PCR utilizando-se primers especificos para a construgoes
utilizadas.

A técnica de PCR em Tempo Real ainda serd utilizada na quantificagao
absoluta do numero de copias do inserto conforme Bustin (2000). E plantas
positivas, com menor numero de cdpias do transgene, serdo, posteriormente,
avaliadas através da técnica de Southern Blot (Southern, 1975) utilizando-se
uma sonda correspondente a construgéo rd29A: AIDREB2A, marcada com *P
dATP (Sambrook et al., 1989). A detecgdo de fragmentos com diferentes
tamanhos em DNA digerido com diferentes enzimas de restricdo indicara a
integragao do DNA exégeno no genoma da planta e, nos permitira inferir sobre o
namero de copias do gene na planta.

Um PCR em tempo real guantitativo (RT- gPCR) também sera realizado,
comparando-se a expressfo relativa de genes DREB/AREB introduzidos em
condicdes normais (15% de UG) e, em diferentes niveis de déficit hidrico,
moderado (5% de UG) e severo (2,5%de UG) utilizande para isso, plantas GM
positivas e plantas controle BR16 n&o transformadas.

Atividade 5: Delineamentos experimentais para indugdo de déficit hidrico
em regime de contengdo {casa de vegetagao).

Para inducdc e andlise do nivel de expressdo génica serdo montados
experimentos em vasos, em casa de vegetagdo. O monitoramentc da
temperatura e umidade sera realizado, através de medigOes constantes por
termohigrografo. O delineamento experimental sera o de biocos ao acaso com
tratamentos em arranjo fatorial, contendo quatro blocos, com trés repetigbes por
tratamento, dentro de cada bloco, da seguinte forma: a cuitivar BR 16 e a
linhagem GM positiva, em dois niveis iniciais de stress hidrico, a 5% UG e 15%
UG. totalizando 48 parcelas.

O material experimental, ou seja. sementes da geracéo T: provenientes
do evenio GM positivo e. sementes BR 18 ndo transformadas. sera piantado em
vaso de PVC, com 8.5 kg de arela iavada Para evitar os efeiios da 2vaporagsdo

melhcrar a uniformidade antre 08 ratamentos. 0% vas08 S&8r80 CCDEros conl
cuhos peguencs de puliestirero expandids. As plantas 2m (CO0s 05 Walameniss
crescerdo em condicées normais de umidade com 15% UG.

Apds um cericds de eproximadamente 30 dias, o dsfict nidrico s
miciads aas planias do traigmento asressado A HNgaga0 serd jradualment

retirada até que a umidade de 5% UG (esiresse moderado) seja atngida. As
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plantas ficardo sob esse teor de agua no solo por 30 dias e, apds este periodo a
umidade sera reduzida novamente para 2,5% UG (estresse severo). O controle
dos teores de agua no solo sera realizado pesando-se os vasos diariamente,
para posterior reposicdo da agua evapotranspirada no periodo, sempre que
necesséario. Os vasos serfo regados semanalmente com 50 mL de solucdo
nutritiva (Polizel, 2007; Salinet et al., 2007).

Para a analise de variancia, se o efeito de vasos por um dado bloco ndo
for significativo, este sera somado ao residuo. aumentando-se a eficiéncia das
estimativas obtidas. O teste de Tukey (5%) serd utilizado para comparacées
multiplas de médias.

Experimento de Teor Critico de Agua (TCA)

Sementes positivas (geragdo Ty) obtidas de cada linhagem gerada
(geragao Tp) serdo submetidas a suspensdo total de irrigacdo em um
experimento denominado Teor Critico de Agua (TCA).

As sementes serdo semeadas em potes de 8 L, com areia lavada e
mantidas na umidade de 15% até atingirem o estadio de desenvolvimento R
(Fehr e Caviness, 1977). A partir deste estadio, a irrigacdo dos potes sera
suspensa até que se detecte murchamento das folhas, quando a agua sera
reposta até ser atingida novamente a turgidez completa da planta.

Apds a recuperagdo total da turgidez das folhas, a irrigacdo sera
suspensa novamente ateé que se observe novo murchamento, quando entdo se
retorna a irrigacdo. Este procedimento serd realizado vérias vezes e,
individualmente em cada linhagem semeada, até que se observem linhagens
que se recuperem mais rapidamente, e/ou que levem mais tempo para murchar,
e/ou que consigam sobreviver durante todo o experimento (Salinet et al., 2007).

Sementes geradas nos melhores eventos identificados serdo utilizadas
em experimentos posteriores. Caso ndo sejam geradas sementes nos evenios
identificados como mais promissores devido & severidade dos tratamentos
duranie o experimento de TCA, serdo utilizadas outras sementes T, dessas
inhagens. Durante a fase de desenvolvimento vegetativo, as piantas receber&o
semanalmente suplementacado com sclugdo nutritiva. As sementes obtidas das
linhagens identificadas como mais promissoras neste experimento serdo
multiplicadas, a fim de gerar numero suficiente de sementes para os préximos
experimentos.

Experimento de Respostas Fisiologicas e Agronémicas (RFA).
Sementes de geracdo T, ou Ts. dependendo da iinhagem testada. ser&o
novamente semeadas em poies com areia lavada. em casa de vegetacdo, em
srocedimento semelhante ao axperimento anterior de TCA. Cada linhagem sara

:vahada selo mesmo delineamento anlenor. Entretanio. cada -’“*‘-etxcac SE0E
composta oor Yés Soles onde as avahacCes para gzramelros ois P’IJ‘;{'C' 5 2
agronsmicos serac felos individualmente para :a:‘a ciania & a0 fnal comporio
uma media para aguela repeticao.

Laceas da a'*“"str:gm; cara paraimeiros fsiclcqincs  agronomicos &
aioiscularas ccorer3c c icio Je cada esiadio de desenvoivimanio Jas
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plantas, sendo que somente uma amostragem sera realizada no estagio
vegetativo V,, antes do estadio reprodutivo Ry,

Os paradmetros agrondmicos que serdo amostrados e analisados no final
do ciclo de vida das plantas serdc o numero de legumes, numero de nos,
nimero de legumes com semenies, nuamero de sementes, massa seca da
semente & massa seca do caule. Também sera mensurada a aitura das plantas
em trés periodos distintos de estresse moderado (5% UG), durante o decorrer do
experimento (Salinet et al., 2007).

Todos os dados coletados oriundos das avaliagdes fisiologicas e
agrondmicas serdo analisados pelo programa SAS (SAS Institute, 1990).

Alteracdes e modificacdes anatdmicas em resposta ao deficit hidrico
serdo observadas utilizando-se para isto, segmentos de foliolos medianos do 3°
trifdlio, coletados em duas fases distintas de estresse moderado (5% UG) e
severo (2,5% UG). Estes estudos serdo realizados em microscopia fotonica e em
eletromicrografia de varredura (Polizel, 2007).

° Analise da expressdo de genes induzidos por diferentes estresses

Para as avaliagdes de expressdo génica e metaboloma serdo coletados
foliolos centrais de cada urma das trés plantas da repeticdo do experimento
anterior de RFA e, unidos em um “bulk” da repetigdo.

Trés técnicas para confirmacéo de express@o e anélise de niveis de
expressdo serfdo utilizadas. Para confirmagdo da expresséo da proteina
AfDREB2A em todos os eventos, serdo desenvolvidas as ftécnica de
Ribonuclease Protection Assay (RPA) e Northern Blot de acordo com Ausubel et
al., (1995), e, para quantificagdo da expresso génica, e determinagdo do
numero de copias do transgene inseridas, a técnica de PCR em tempo real sera
realizado.

Ser3o analisadas plantas da geracéo To, assim como das geragbes T1, Ty,
Ta..., Ta Para isto, foliolos ser@o coletados em nitrogénio liquido e,
posteriormente, armazenados em freezer a —80°C, até o momento da extracéo
de RNA total, que serd realizada utilizando-se o reagente trizol (/nvitrogen),
conforme recomendacdes do fabricanie.

As reagbes de transcricdo reversa para obtengBo do cDNA serdo
realizadas utilizando-se a enzima transcriptase reversa (Moloney Murine
L eukemia Virus — M-MLV) de acordo com as instrugdes do fornecedor.

Para cada gene a ser estudado, primeiramente sera realizada uma curva
de eficiéncia de ampiificacao, conforme recomendado pela Applied Biosystems,
CA. USA. Os parametros de ciclagem para as reagbes serdo 50°C por Zmin.
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 78S

CGenBank n° X025823.1) sera utilizado como controle enddgeno em Cada
fratamenic oars 2 NorMahzacao das amosuas.

Pue o cdlculc Je quaniificacdo relative zera ulilizade o méltodo Ct
calcuiado psia formuia 2“ U conforme Bqu'n 2002). As analises de
quantificacdc rsiativa seguirdc 0s Mesmes parametros de ciciagem 2 coleta te
dadcos das amostras. ctilizados gara gerar a curva de aficiéncig de amplificacac.
Cs resultados serde analisados pelo programa Segience Detechon (‘Ap,of:'ed
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Biosystems, CA, USA). Os primers utilizados nas reagbes, serdo desenhados
pelo programa Primer Express (Applied Biosystems, CA, USA), proximo a regi&o
3" do gene, obtendo amplicons de aproximadamente 150 pares de base (pb).

As reagbes de PCR ser&o realizadas. em termociclador 7300 Real Time
System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), utilizando-se o Kit Platinum®™
SYBER® Green gPCR SuperiMix UDG (Invitrogen), conforme recomendacdes do
fabricante.

Em todos os eventos positivos obtidos, os niveis de expressdo dos fatores
DREB e AREB, assim como os niveis de express&o de genes conhecidos como
estresse induzidos e ativados por estes fatores de iranscricdo (Sakuma et al,,
2006a, 2006b) terdo seus niveis de expresséo analisados por PCR em Tempo
Real quantitative (RT gPCR). As seqléncias desses genes em A. thaliana e em
outras espécies serdo utilizadas para identificar sequéncias homdlogas de soja
através de BLAST em bancos de dados especificos (ex: Soybean EST data
bank). Qutros genes reconhecidamente induzidos, durante situacSes de deficit
hidrico em soja, como GmP5CS, GmTPS1, GmPIP, GmGOLS e GmDefensin
também ser&o analisados.

. Caracterizagdo Fisiologica

As varidveis a serem amostradas e analisadas nos experimentos de
caracterizac8o serdo: area foliar, taxa de crescimento relativa (TCR), taxa
fotossintéiica (A), eficiéncia fotossintética, taxa de transpiragéo, condutancia
estornatica {(gs), temperatura foliar, concentragao intercelular de CO2 (Ci), teor de
clorofila, discriminacdo de carbono ("°C/'?C) e macro e micronutrientes nas
folhas. A area foliar sera amostrada através de um Area Meter, LI-3100.

A TCR seré calculado usando a férmula TCR=In(MSF)-In(MSt)/tempo,
onde MSF é a massa seca final e MSI| & a massa seca inicial (Ferri, 1985). Taxa
fotossintética, condutancia estomatica e concentragao intercelular de CO-», serdo
aferidas através de um aparelho portatil de fotossintese (LICOR, Inc., LI-6400),
no foliolo mediano do 3° par foliar, completamente expandido com intensidade
luminosa de, aproximadamente, 2000 pmoles.m'z_s'1.

O teor de clorofila serd medido em um apareiho poriatit de clorofila
(SPAD-502) no mesmo foliolo em que serdo feitas as medidas de taxa
fotossintética. A discriminac&o de carbono sera feita em espectrofotdmetro de
massa { ThermoFinnigan Delta XP Plus), utilizando amostras da parte aérea das
plantas, secas e irituradas.

Plasma— Optic Emission Spectrcmetry), Optima 3300 DV. Perkin Elmer.
utilizando-se 0.5 g da amostra. sende feita digestdo seca por maceragao am
mufla eléirica (450-550°C).

Para a analise de ntrogénio sera wulizado o apareno Kealieo
Samipler Systam 1055 com 0.1g de amosya, 1GES C

sulfunco e serexido e Nidrogenio.
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nac GM submetidas aos mesmos tratamentos. Para a identificacdo de
gliceolinas (fitoalexinas da soja), exiratos de folhas de soja serdo analisados
através de HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) enquanto outros
sinalizadores moleculares para resisténcia de plantas a estresses bidticos e
abidticos como os acidos salicilico e jasmodnicos serdo analisados através de
cromatografia gasosa.

Atividade 6: Delineamentos experimentais para indugao de déficit hidrico
em regime de Liberagio Planejada no Meio Ambiente (campo)

O lider do projeto estard preparando conforme normas da CTNBIio
(Resolucdo Normativa N° 8) proposta de liberagdo planejada no meio ambiente
para instalagéo de experimentos a campo na Embrapa Soja.

O delineamento experimental serd o de blocos ao acaso em parcelas
subdivididas. Os tratamenios na parcela serdo: irrigado (1), ndo irrigado (NI) e
sob coberturas maveis (CM) (rain out shelters; que serdo programados para
fechar toda vez que ocorrerem chuvas em um periodo de 30 dias entre os
estadios mais sensiveis a falta de agua em soja, estadios Rz a Re).

Os tratamentos nas sub-parcelas serdo: eventos de soja GM com os
genes DREB e AREB e a variedade BR16 n&o GM (controle). Os tratos culturais
(adubacéo, espagamento e densidade de semeadura, etc) serdo conduzidos
conforme as recomendacdes técnicas da Embrapa para a cultura da soja na
regiao.

Todo o monitoramento das condi¢des edafoclimaticas do experimento
(balanco hidrico, precipitagdo pluviométrica, conteddo de dgua no solo por sonda
de néutrons, radiacdo solar, temperaturas e umidade do ar, etc), assim como, as
avaliacBes de parametros fisioldgicos e agrondmicos sera realizado conforme
protocolos estabelecidos pela equipe de Ecofisiologia da Embrapa Soja,
similares aos descritos acima para os experimentos em regime de contengéo.

2.4. Quadro institucional

O projeto sera composto por varias atividades (A) sendo a primeira (A1)
responsavel pela gestdo do projeto onde serd coordenada a implementacéo e a
execucao de cada agao/atividade visando atender os objetivos e metas gerais do
projeto dentro dos prazos, metodologias e recursos propostcs. As atividades A2
e A3 permitirdc a obtencéo, via transformacdo por bicbalistica e via
Agrobacterium tumefaciens, respectivamente de eventos “elite” de soja GM
contendo as construcdes DREB e AREB. A A4 permitira a identficagao
baraclenzacdo molecuiar dos melhores eventos gerades a serem utilizados nos

‘rabalnos de casa de vegeiagao (AS) e de camoc (AB).
As atividades ssr&o execu -'"cas com o guxal ¢ das b’bxadaf"leb Bexer CE

e
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Em parceria, com a Universidade Estadual de Londrina, alunas de
Mestrado (Cibelle Engels) e de Doutorado (Amanda Paiva), matriculadas no
Curso de Pds Graduacdo em Genética e Biologia Molecular, como parte das
atividades praticas de suas dissertacoes.

As analises de metaboloma serdo realizadas e coordenadas pela Dra.
Clara Beatriz Hoffman Campo. Os experimentos de campo serao coordenados
pelo Dr. Jose Renato B. Farias, mas somente serdo implementados apds
autorizagdo da CTNBio.

Todas as analises estatisticas em cada Atividade serdo coordenadas pela
equipe de estatistica da Embrapa Soja coordenada pela Dra. Maria Cristina
Neves de Oliveira. As analises de Bioinformatica seréo auxiliadas pelo Dr. Eliseu
Binneck, bioinformata da unidade.

Pesquisadeores da area de Melhoramento da Embrapa Soja e Embrapa
Trigo (Dr. Carlos A. Arias, Dr. Ricardo Abdelnoor e Dra. Rita Maria Alves de
Moraes) acompanhardo a evolug&o dos resultados nas A01, A02, AD3 e AD4 e
estardo auxiliando na escolha dos melhores eventos com potencial para uso nos
testes de campo e no programa de melhoramento.

A Dra. Kazuko Yamagushi-Shinozaki (autora da patente DREB) estara
acompanhado as avaliagdes e podera ser consultada na interpretacdo dos
resultados e nas tomadas de decisdo durante o decorrer do projeto. O projeto
também contara com a participagdo do Dr. Kanamori, cientista do JIRCAS ja
presente no Brasil e que estara participando ativamente de todo o projeto por 2,5
anos. Os pesquisadores Dr. Gedi Sfredo, Dr. César de Castro, Dra. Maria Fatima
de Sa e Dr. Francisco Aragao estardo participando de atividades e colaborando
na interpretacdo das analises: do status nutricional das plantas, de fisiologia
vegetal, de expressdo génica e da estabilidade genética dos eventos,
respectivamente.

O projeto também contaréd com a participagdo de uma bolsista Pds-
Doutora, Dra Renata Fuganti que auxiliara o coordenador do projeto na
conducgio e superviséo das atividades propostas.

Toda a metodologia detalhada acima sera executada nos laboratdrios da
Embrapa Soja sediada em Londrina, PR. Esta instituic&o vem conduzindo desde
1975, trabalhos relacionados ao desenvolvimento tecnologico da cultura da soja
no Brasil e a partir de 1992, alguns projetos resultaram em varios gendtipos de
soja, que tém sido caracterizados fisiclogicamente em relag&o as respostas ao
déficit hidrico. Estas informacdes foram publicadas (Nepcmuceno et al., 1994;
2001b; 2002; Neumaier e Nepomuceno, 1994; Farias et ai., 1995; Neumaier et
al.. 1895 1897 Oya st al.. 2001) e repassadas ac programa de melhoramento
da Embrapa Soja objetivando auxiliar no desenvcolvimento de cuitivares mais
tolerantes a pericdos de déficit hidrico.

Segao 3 - Ubletivo e resultados

3.1. Objetivo de desenvoivimento

introcduzir oor S.obalisica | Agronacisum flmefacers  Sonsiuli=s3

&4
OREB e AREB visando a geracd&o de plantas GM com niveis maicres o
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{{D



Cooperacgac Cientifica - Brasil e Japao

tolerancia a seca e ao calor, e, identificar e caracterizar molecular, fisiologica e
agronomicamente potenciais plantas GMs {(eventos “elite”) para uso no programa
de melhoramento genético da Embrapa.

3.2. Objetivo imediato

° Caracterizar quanto a estabilidade genética, numero de cépias e niveis de
expressdc génica cs eventos {linhagens) de soja GM contendo construgées
DREB e AREB;

. Avaliar a ocorréncia de indugé@o e 0s niveis de expressado de genes de
defesa celular nativos de soja em eventos (linhagens) de soja GM, contendo as
construgdes DREB e AREB, quando comparados com soja ndo GM, submetidas
& condicBes de déficit hidrico e calor;

. Caracterizar respostas fisiologicas e agrondmicas de eventos (linhagens)
de soja GM contendo construcbes DREB e AREB, sob condi¢bes de déficit
hidrico, em regime de contengdo (casa de vegetagao) e, em condicdes de
campo.

3.3. Resultados Esperados

Como resultado das atividades implementadas neste projeto em parceria
com o JIRCAS, objetiva-se o total cumprimento do plano de trabalho proposto e
de cada atividade especifica, metas e indicadores. Assim serdo gerados e
testados varios eventos GM em soja que serdo caracterizados visando
identificacdo de eventos “Elite” a serem repassados para programas de
melhoramento de soja da Embrapa e institui¢des parceiras. Neste enfoque apoés
o desfecho deste projeto, com o sucesso da obtencdo de eventos positivos
contendo construgcdes DREB e AREB, novas op¢des de cultivares de soja GM
tolerantes a seca serdo desenvolvidas por programas de melhoramento
genético. Cabe ressaltar, que as estratégias de engenharia genética sendo
testadas ndo conferem somente tolerdncia a seca, mas tambem ao calor,
segundo resuitados obtidos em Iaboratdrio com outras espécies vegetais
testadas e discutidos no item estado da arte deste projeto. Temperaturas
extremas muitas vezes acompanham periodos de déficit hidrico e assim plantas
mais tolerantes poderdo estar disponiveis para os produtores, favorecendao
principalmente, aqueles gue frabalham em regides que sdo mais gravemente

assoladas por esses ssiresses abidticos. Us peneficios scondmicos e socials
podem ser significativos para pequencs & grardes produtores, no Lrasi: e am
naises am desenveivimentc & Mesmo paises ia desenveivides, mostrande que a
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Sec¢ao 4- Plano de trabalho

4.1. Plano de trabatho

Como ja descrito anteriormente o projeto serd composto por varias
atividades (A) descriias abaixo:

Atividade 01 — Gestdo

Descrigdo

Coordenacgéo das atividades.

Objetivo

Coordenar a implementagao e a execucdo de cada atividade visando atender os
objetivos e metas gerais do projeto dentro dos prazos, metodologias e recursos
propostos.

Metas

implementar as atividades de 2 a 6.

Atividade 02 - Obtencdo do evento “clite” de soja por Biobalistica,
contendo as constru¢oes DREB e AREB.

Descrigado
Obter de Plantas Geneticamente Modificadas tolerantes a seca e ao calor for
Biobalistica utilizando processo patenteado pela Embrapa.

Objetivo
Obter eventos “elite” de soja GM, contendo construcdes DREB e AREB.

Metas
Obter no minimo 50 eventos por construgdo utilizada nas transformacgoes.

Atividade 03 - Obtencdo do evento “elite” de soja por Agrobacterium
tumefaciens.

Descrigao
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GCeneticamente NModificadas atraves de Agrobactenum tumefaciens.
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Metas
Gerar no minimo 50 eventos por construgdo utilizada nas transformacdes.

Atividade 4 - Andlise de integragdo das construgdes DREB/AREB nas
plantas de soja GM e em sua descendéncia.

Descricdo
ldentificar eventos promissores do ponto de vista molecular para serem

caracterizados fisiologicamente e agronomicamente em condigdes de contencéo
e a campo.

Objetivo
ldentificar entre os eventos gerados, eventos que tenham potencial para serem
considerados eventos elite que expressem toleréncia a seca e calor e que

possam ser utilizados em programas de methoramento e no desenvolvimento de
variedades comerciais.

Metas
Caracterizar todos os eventos gerados por construcéo utilizada.

Atividade 05 - Caracterizagdo em condi¢des de casa de vegetagio

Descrigao
Caracterizagdo em condicdes de casa de vegetacio.

Objetivo
Caracterizar em condi¢bes de casa de vegetacdo (CV) as respostas fisiologicas
e agrondmicas dos eventos mais promissores para tolerancia e selecionar os

com maior potencial para testes a campo e futuro uso em programa de
melhoramento.

Metas

Semear linhagens de geracdo T:/T, com melhor expressido genes DREB e
AREB e genes de defesa nativos de soja, Inducdo de déficit hidrico nas
linhagens selecionadas, Proceder &s avaliagSes fisioldgicas, Proceder as
avaliagdes agrondmicas, Caracterizacdo preiiminar via PCR-TR do nimero ds
coplas e Escolher eventos a serem utilizados nos exp. de RFA em campo.

Atividade G6 - Caracterizagdo em condigdes de campgo

Descrigac
Caracterizar 2m condigdas ds campo as respostas fisiidgicas @ 35rondmicas,
, + ] o
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Objetivo
Caracterizar em condi¢Ses de campo as respostas fisiologicas e agronomicas

dos eventos mais promissores para tolerdncia a seca e introdugadoc no programa
de methoramento.

Metas

Obter autorizacdo da CTNBIio para Lib.Planejada no Meio Ambiente, Instalagao
de experimento em campo, Indugdo de déficit hidrico nas linhagens
selecionadas, Proceder as avaliagbes fisiologicas, Proceder as avaliagdes
agrondémicas, Southern Blot nos eventos escolhidos para estudo de campo e
identificacdo dos eventos promissores para serem utilizados no programa de
melhoramento e estudos de Biosseguranga.

4,2. Indicadores e meios de verificagéo

Indicadores Meios de verificagao

Transformar embrides de soja, via biobalistica e Agrobacterium, com

a consirucio génicas DREB e AREB Numero de eventos obtidos

(minimo 50/construcio génica)

Caracterizar molecularmente a expressao das proteinas DREB &

X ) . . Minimo de 25 eventos positivos
AREB em cada evento identificando os eventos,mais promissores. P

caracterizados/constirugdo génica.

Caracterizar melecularmente o nivel de expresséo de genes de
defesa nativos da soja e induzidos pelas proteinas DREB e AREB Minimo de 25 eventos positivos
em cada evento identificando os eventos mais promissores. testados/construco génica..

Caracterizar em condigdes de casa de vegetacio (CV), as respostas | mMinimo de 10 eventos/consirucio

fisioldgicas e agrondmicas dos eventos mais promissores para génica identificados como
tolerancia e selecionar os com maior potencial para testes a campe promissoras como eventos efite
e futuro uso em programa de methoramento. caractenzados em condicbes da
CV.
Caracterizar ern condicdes de campo as respostas fisiolégicas e Minimo de 10 eventos/construcéo
agronémicas dos eventos mais promissores para ioleréncia a seca e génica \dentificados como
introducéo no programa de melhoramento. promissores como eventos elite
caracterizados em condigbes de
camepo.
ldentificar eventos “elte” contendc construgées DREB ¢ ARER que .
expressem icierdnc:e & seca a ao caior e infroduz:-los Ac programa deruficar no minimo 2 eventos
de mellhoramento da Enbrana para desenvolvimento de vanadades “eiite” por construcac génica

" =
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4.3. Cronograma de execug¢ao

Atividades __Ano0t | Ano02 ' Ano03 ;. Anoo04

lg Transformar embrides de soja, via
_ biobalistica e Agrobacterium, com as
. construcdes génicas DREB e AREB.

]
t

; Caracterizar molecularmente a :
_expressio da proteina AIDREB2A em !
! cada evento identificando os eventos ‘i

mais promissores. :

Caracterizar molecularmente o nivel
de expressdo de genes de defesa
nativos da soja e induzidos pela
proteina A{DREB2A em cada evento i
identificando 0s eventos mais
Promissores.

Caracterizar em condi¢cdes de casa
de vegetacio (CV), as respostas
fisiolagicas & agrondmicas dos
eventos mais promissores para
tolerdncia e selecionar 0s com maior
_ potencial para testes a campo e

" futuro uso em programa de
melhoramento.

X X X X

Caracterizar em condigbes de campo
as respostas fisicldgicas e
agrondmicas dos eventos mais
promissores para tolerdncia 3 seca e

: introducdo no programa de
! melhoramenio. |

X | X X X

X

Segdo 5 — Cooperagao externa solicitada

5.1. Justificativa para Escolha da Fonte Externa

A tecnologia DREB esta patenteada pelo Jircas sob as Pat. n®® P3183458
e P3178672, assim como, o processo de transformacdo de soja pela Embrapa
Pat. n® WQOO09918223A1. Em dezembro de 2003, Embrapa e Jircas assinaram
Memorando de Eniendimento (MOU) e Acordo de Transferéncia de Material
{MTA) para trabainos conjunics de iransformacioc genética de soja com as
construgGes ADREBTA F‘T‘ fESUMO, O /OU & o WIA cetglnam cue o8
resultados  centificos  obtid dfravab cordo  serao Quo%i(:acios 2m
coniunic. Royaifies ooude =h |

S ¢ a
irabaino serdn dranidos am 7—‘1'1:@ ac ~/r dependendo dos gssics oue Seréo

realizados  por cada  parte nas fases  posteniores como  programa  de
melhoramento, analises de biosseguranca e esreguiamentaca unto as
agéncias fecerals e inigrnacionais competentes. Em novambro de 2007 2

a

.
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Embragca e o Jwvcas novamenta firmaram acord ,:;ara O JESENVCIIMENIO & 50
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GM. contendo o gene DREB2A e AREB, em complemento ao acordo anterior,
assinado para o gene DREBTA.

5.2 Treinamento

Treinamento em Analises de Microarranjos de DNA — Tsukuba, Japao. Dois Meses.
Treinamento em Elaboracdo de Construgdes Génicas —~ Tsukuba, Japao. Dois Meses.

5.3. Equipamentos

(3) Termocicladores de PCR.

(1) Termociclador de PCR em Tempo Real.

(1) Quantificador de DNA/RNA (Nanodrop).

(1) Sistema Portatil de Fotossintese (L16400 XT e acessorios)
(1) Centrifuga de Placa Refrigerada
(1)
(1)
)

Ultrafreezer -80 °C
Fluorescent Image Analyses (FujiFilm — FLA-3000)
Fitotrons

5.4. Custo Estimado da Cooperagao Solicitada

US$ 3.000,000.00
Custeio — US$ 1,500,000.00
Investimento — US$ 1,500,600.00
Sec¢io 6 — Contrapartida oferecida pelo Brasil

6.1. Pessoal

- Salarios de Pesquisadores envoividos: ~US$ 3,000.00/pesquisador/mes
Total de 14 pesquisadores da Embrapa (60 meses): US$ 2,520,000.00

- Salario de Técnicos de Laboratério: Analistas (10): US$ 2,000.00/técnico/més
Total de Técnicos da Embrapa (60 meses). US$ 1,200.000.60

- Bolsas do CNPg ja optidas: DTI{1)—US$ 1.000.00/més
Pas-Douterado (1) — LiIS$1.200.00/més
Total Boisistas {60 meses): US$186,500.0C

Ttal

I

gthm

=oo Contrapartida (80 weses) US$E 3,806,000.00
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Estudantes de Graduacaco, Mestrado e Doutorado estardo sendo
treinados no desenvolvimento de Plantas Geneticamente Modificadas em todas
suas fases. Desde a concepcdo da esiratégia de engenharia genética a ser
utilizada, passando pela prova de conceito, desenvolvimento,
desregulamentacao e colocagdo no mercado.

6.3. Material Permanente

Desde margo de 1997, a Embrapa Soja possui instalagdes para trabalhos
em varias areas da biologia molecular. Como exemplos existem salas para
manuseio de radioisdtopos, cultura de tecidos, transformacéo de plantas,
preparacdo e limpeza de materiais, eletroforese e visualizagdo de géis, etc.
Varios equipamentos como seqienciadores de DNA (1) ABI 3100 e (1) ABI 377
(Applied Biosystems), e {1) Megabace (Pharmacia), PCR em Tempo Real (1)
ABI 7300 e (1) ABI7500; Termocicladores (4) PTC-200 (MJ), (5) Mastercycler
(Eppendorf), (1) ABIS700; (2) Canhbdes de Biobalistica, espectrofotdmetros,
centrifugas de placa, etc., fazem parte do patrimdnioc do laboratério.
Equipamentos basicos como freezers, geladeiras, balangas de precisdo,
centrifugas, autoclaves, etc também se encontram em pleno uso.

O laboratdrio de Biotecnologia Vegetal também possui estrutura de
Bioinformatica com um servidor Dell Power Edge 2950 que permite disponibilizar
bancos de dados, assim como, 0 uso de ferramentas de bioinformatica
desenvolvidas no laboratoric e/ou de dominio publice, para pesquisadores da
Embrapa Soja, Instituicdes parceiras efou interessados, mediante acesso ao
endereco elefrénico da Embrapa Soja por senha.

A Embrapa Soja possui ainda outros laboratdrios especializados na area
de solos e nutricdo de plantas, fisiologia vegetal, bioguimica, controle biologico,
entomologia, fitopatclogia, analise de sementes, microbiologia, agrometeorologia
e biotecnologia do solo. S&o ilaboratérios modernos e bem equipados, que
oferecem as condicbes necessarias para a execucdo de todas as atividades
relacionadas a esse projeto. Além da estrutura laboratorial, a unidade tem
estruturas basicas de apoio de casas de vegetacdo e campo.

6.4. Obras e Instalagdes
O laboratdrio de biotecnologia da Embrapa esta sendo ampliado e
oermitira até o final de 20089 uma maior area de trabalho tendo em vista a
Hecess de de maicr espaco devido a0 aumento de estudantes e técnicos
ia

co
mbém pelo aumentc do numerc de eventos de sgja

LOL L UST C-_.d H [ 1 H tiu uf =
5.5 Custo Estimadc da Contrapartida Oferecida

US$ 3,506,606.00 confcrme descritc nos stens 1.4, e 8.1,

5.6. Demonstrativo das Contribui¢des Financeiras
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Recursos Externos Solicitados:

Brasil - US$ 3,000,000.00 (~R$ 6.000.000,00¥ § anos
US$ 600,000.00/ano {R$1.200.000,00/an0)

Japao — US$ 1,500,000.00 {~R$ 3.000.000,00)/ 5 anos
US$ 300,000.00/ano {(R$ 600.000,00/ano)

Contrapartida Estimada do Brasil:

- Salarios de Pesquisadores envolvidos: ~US$ 3,000.00/pesquisador/més
Total de 14 pesquisadores da Embrapa (60 meses): USS$ 2,520,000.00

- Salario de Técnicos de Laboratério: Analistas (10): US$ 2,000.00/técnico/meés
Total de Técnicos da Embrapa (80 meses): US$ 1,200,000.00

- Bolsas do CNPq ja obtidas: DT! (1) - US$ 1,000.00/més
Mestrado (1) — US$600,00/més
Pés-Doutorado (1) - US$1,500.00/més
Total Bolsistas (60 meses): US$186,000.00

Total Estimado Contrapartida (60 meses): US$ 2,808.000.00

Segéo 7 - Riscos e Dificuldades

Havia inicialmente o risco de que os elemento génicos de A.thaliana
presentes nas construgdes DREB e AREB n&o fossem reconhecidos em soja.
No entanto, estudos anteriores com a construgdo AtDREB1TA eliminaram esta
possibilidade (Beneventi, 2006). Cada evento € independente e conforme o local
de insercdo, nimero de copias, ou interagdo com outras regides cromossomicas
podem acorrer alteragbes ou inibicdo na expressac do transgene. Assim, 0s
demais eventos a serem analisados ndo necessariamente expressarao a
proteina AIDREB1A introduzida.

Deste modo & baseado nesies resultados com a construgdo génica
AtDREB1A, acredita-se que as construcdes génicas que serdo utilizadas nesie
projeto sejam reconhecidas em soja.

Também € possive! gue mesmo sendo expressas em soja as proteinas
DREB e AREB néo sejam capazes de ativar genes de defesa celular nativos de
soja. Cu mesmo ativando genes de defesa nativos da scja, n&o o fagca em nivels
gue possibilitem aumento da tolerancia a seca e calor.

Os experimentos de campo ndo serdo instalados caso nao seja possivel
obter junto & CTNBic autorizag&o para Liberacdo Planejada no Meic Ambiente.

safras consecutivas  3sies pequencs groduiores ds 5 N
consideravels. e se. aliado a este fato gcorre uma dMINUICES N0 Prece do gra
= diferencas no cambio, a venda de ierras por garte deos produtcres ou a
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das mesmas por agentes financeiros & inevitavel Assim, os produtores que
podem, migram para areas onde 0 custo da terra € menor, como nos estados do
Norte e Centro - oeste, favorecendo em muitas situages, o desmatamento de
areas com vegetacdo nativa. Os produtores que perdem suas terras e com
dificuldades financeiras agravam, deste modo, os problemas fundiarios que
afiigem o pais. Caso se tenha sucesso em desenvolver plantas GM com maior
tolerancia a seca e ao calor, sera possivel influenciar positivamente este quadro.
Na safra passada, por exemplo, o Rio Grande do Sul perdeu em média 70% de
sua produtividade. Se esta tecnologia ja estivesse disponivel poder - se - ia
esperar perdas inferiores a isso, influenciando assim positivamente na economia
desta e de outras regides que sofrem com o problema.

Secao 9 - Medidas de Seguranga Ambiental, Biolégica E Pessoal

Todas as instituicdes envolvidas no projeto tém conhecimento e atendem
a Lei de Biosseguranga (Lei 11.105 de 24 de margo de 2005) e seu decreto
regulamentador (Decreto n° 5.591, de 22 de novembro de 2005) seguindo todas
as determinacgbes de descarte e reducéo de risco estipuladas pela Comisséo
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) e pelas Comissdes internas de
Biosseguran¢a (CIBio) para trabalhos com Organismos Geneticamente
Modificados (OGMs).

As instituicdes participantes da proposta possuem ainda Certificado de
Qualidade em Biosseguranca (CQB) e podem conduzir experimentos e trabalhos
com organismos da Classe de Risco 1 (situagfdo deste projeto) seguindo as
Resolugbes Normativas n®1 e n°2 da (CTNBio).

O CQB da Embrapa Soja € 02/97.

Para testes a campo de PGMs geradas no Projeto, as devidas
autorizacdes serao providenciadas junto a CTNBio.

Qualquer alteracdo no projeto, dificuldade de execucdo ou acidente com
OGMs serdo comunicados imediatamente a CTNBio. Os relatorios
guadrimestrais do projeto tambem serdo encaminhados as respectivas ClBio
para que possam compor o Relatério Anual de CQB de cada instituicdo a ser
encaminhado anualmente a CTNBIo.

Cada instituigdo tambem possui pessoal qualificado e treinado em
segurancga do trabalho que acompanham as atividades de laboratdrio, casa de
vegetacdo e campo.
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Secdo 10 — Equipe
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Sec¢do 12 — Anexos

Communication from the Embassy of Republic Federative of Brazil sending
the letter from the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply of Brazil
to the Ministry of Agriculture, Fisheries and Forestry of Japan.

Letter. in Portuguese and Japanese, from the Ministry of Agriculiure,
Livestock and Food Supply of Brazil to the Ministry of Agriculiure. Fisheries
and Forestry of Japan, supporting the proposal.

Letter, in Japanese, from the Ministry of Agriculture, Fisheries and Forestry of
Japan supporting the proposal.
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