Sessao de Genética e Melhoramento

Vil CONGRESSO
BRASILEIRO DE

QUANTIFICAGAO DOS NIVEIS DE INIBIDOR DE TRIPSINA EM FOLHAS DE
EVENTOS DE SOJA GM COM FATOR DE TRANSCRIGCAO ABA INDUZIDO

BARBOSA, D.A."; MOLINARI, M.D.C."; FUGANTI-PAGLIARINI, R.2; MARIN, S.R.R.3;
MANDARINO, J.M.G.3; MERTZ-HENNING, L.M.3; NEPOMUCENO, A.L.2

'"Universidade Estadual de Londrina - UEL, Londrina-PR,
danielbarbosa238@gmail.com; 2Bolsista CNPq, Embrapa Soja; 3Embrapa Soja.

Os inibidores de tripsinas podem ser encontrados em diversas culturas e em
diferentes tecidos vegetais tais como raiz, caule, folhas e frutos e em maiores
concentragdes principalmente em sementes (Ribeiro, 2010). Em soja, estes inibidores
dificultam o processamento do grdo pela industria, pois, para melhorar a qualidade
nutricional, precisam passar por um tratamento térmico. Além disso, esses inibidores
tem a capacidade de se ligar a tripsina inibindo sua agao sobre as proteinas. Assim, os
inibidores de tripsina sdo enzimas que podem ser consideradas um fator anti-
nutricional, sendo indesejados nos grédos destinados ao consumo (Crancianinov et
al.,2005).

A quantificacdo de inibidores de tripsina faz parte da caracterizacdo da
equivaléncia substancial de plantas geneticamente modificadas (GMs). Estes
procedimentos visam garantir ndo s6 a seguranga dos OGMs mas também que
substancialmente o alimento ou ingrediente GM seja equivalente ao alimento ou
ingrediente convencional (Belem et al., 2000). Assim, o objetivo desse trabalho foi
quantificar o nivel de expresséo génica do fator de transcricdo ABA dependente (FT)
inserido nas linhagens (GMs) para tolerdncia a seca, relacionando com o0s niveis de
inibidor de tripsina. Foram testadas as linhagens GMs 1Ea2939 e 1Ea15 e a cultivar
convencional (BR16). Para realizagdo deste trabalho foram utilizadas nove repetices
biolégicas de cada evento GM e da cultivar convencional. A coleta das folhas para as
analises foi realizada no estagio reprodutivo R1-R2 (Fehr, 1971). A determinagéo dos
niveis de expressdo do transgene alvo foi realizada por quantificagdo relativa
utilizando-se a férmula 2-AAct (Livak; Schmittgen, 2001). O gene enddgeno Gmg-
actina (Glyma.15G050200) foi utilizado como normalizador e a cultivar convencional
BR 16 como amostra calibradora. A quantificacdo de tripsina foi realizada de acordo
com Kakade e colaboradores (1974) no Laboratério de Analises Fisico-Quimicas e
Cromatograficas da Embrapa Soja. Os dados obtidos apresentaram distribuigdo
normal segundo teste de Shapiro-Wilk, sendo realizada analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de separacdo de médias Tukey de 5% de significancia, utilizando o
software SASM-AGRI (Canteri et al., 2001).

Os resultados mostraram menores niveis de inibidor de tripsina nas linhas GMs
quando comparada a cultivar convencional BR16 (Figura 1). A presenga de inibidores
de tripsina em sementes de soja limita sua utilizagdo, tornando necessario o
processamento térmico para melhorar sua qualidade nutricional (Miura et al.,2005).
Nas folhas, os niveis de inibidores de tripsina sdo baixos (Tremacoldi, 2009) porém
podem estar relacionados a digestibilidade de alguns insetos consumidores (Horm, D.
J., 1978).

Os niveis de expressao (Figura 2) do transgene confirmaram sua presenga nas
cultivares GMs, sendo que o evento 1Ea2939 apresentou maior expressdo do
transgene. Os eventos GMs séo obtidos de modo independente e portanto, podem
apresentar respostas diferentes dependendo do local de inser¢gdo no genoma
hospedeiro e da interagcdo do genoma receptor com o gene exogeno (Altpeter et al.,
2005). Com isso, resultados diversos para os eventos GMs podem ser esperados ndo
apenas molecularmente, mas também em aspectos fisico-quimicos, anatémicos,
morfologicos, metabdlicos e modificagdes pods transcricional. Assim, a presenga do
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transgene nas cultivares GMs foi capaz de induzir a queda dos niveis de inibidor de
tripsina nas folhas de soja se comparados aos niveis identificados na cultivar
convencional ndo GM. Pode-se inferir que esta resposta ocorreu em razdo da
insercdo do transgene, o qual se caracteriza por ser um FT de transcricdo ABA
induzido que ativa a transcricdo de genes alvos pela ligagdo em regides conservadas
presentes na regido promotora, especificamente, para esse FT, os cis-elementos
ABRE (Dar et al., 2017).

O ABRE é um tetramero altamente conservado em promotores de genes ABA
dependentes em diversas plantas como arroz, Arabidopsis e soja, sendo representado
pela sequéncia ACGT (Yoshida et al., 2015). A atividade da regulacao da transcrigao
génica do FT inserido pela ligagdo ao ABRE, pode ocorrer como regulador positivo
aumentando a expressao dos genes ou como regulador negativo inibindo a transcricéo
dos genes. Os dados obtidos neste trabalho, mostram que o gene que codifica para o
inibidor de ftripsina (Glyma.08G235400) contém em sua regido promotora motivos
ABRE, reconhecidos pelo FT inserido (Figura 3), sugerindo que os niveis do inibidor
de tripsina nos eventos GMs podem estar sendo regulados negativamente, diminuindo
ou inibindo sua expresséao.

Os baixos niveis de inibidor de tripsina nos eventos transgénicos gerados,
indicam que, em relagdo a esse fator anti-nutricional, as linhagens GMs seriam bem
aceitas pela industria de processamento da soja no caso de uma possivel liberagao
comercial.
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Figura 1. Quantificagao dos niveis de inibidor de tripsina em miligramas por grama de
tecido foliar, nos eventos geneticamente modificados com fator de transcrigao ABA
induzido, denominadas1Ea2939 e 1Ea15, e na cultivar convencional BR16.
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Figura 2. Quantificagcdo do nivel de expressao do fator de transcricdo ABA induzido
em duas linhagens de soja geneticamente modificadas (GMs) denominadas 1Ea2939
e 1Ea15. Utilizou-se como enddégeno o gene XXXX, sendo as amostras GMs
calibradas pela cultivar convencional BR16.
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ATGTGTCTTTTIGGTTTGAACAATAAGTGAGATTATGTACGTAAATCTTTGGAGACATGATTERERE TTTAAATCAATAARARAR

TTAAAATTATATTCCAAAATTAAAAATAATCATTATTTCATAATAATTATTTTAAATTTAAAAGTGTAAAAGATTAAATAAAAAAA

ATTTAAATTTAAGAGATTAAACTAAAT AT AATTAAAACCCATAAATACATTTCAGTCTATAGTTAATAAAATAACACTTTGTATTTT
TCTCTAGTAACTTAACTCTATTATATTACATGAATATCTCTCCATATATTCTTTTGGCAATTACAACTTAGTTATTTAGTATAAGTTT
TETCTATGAAAGAAAATGATAAAATTTAAAATTAATTGATTGCACAAAGATAAACGTTGTATTAAATGTATGCGTCTGGCOGTCT
GGATTGTACTTTTTTTGTTATTGTAATAACAAAATTTCCAATTTGGGAGGTGTTCTCGTAGGTAGAGTAAATATTTCTACAAAATA
TATTCAAATCARAGCTTTATCCTTGARMEEE A4 CTCATCGACGATGAAAGCATTTGTCTGCTAATTAGCAGTATTAGCCTTACAGT
ACAAGCAATGTCTAATTGGATAAGTCATGTTGAATTTTGATTCATGAAATGTACCTCCTTTTCTTGACCAAACTCGTACGACATGE
CACACACAATCCCATTCCACATATTCGGTGACCGATCTAAAAAAAATTAAAAAAAAAACAATTTATAATATTTTCACAAGACAAA
T AT AT AATTT T AT AR A TATATAATTTCATAATAAA A AAATTTTAAAATTTTTAATTTTAAAAGAATAAAATAGATARAATT
AATATCAATTTGTTTTCTCTTTTAAAAGTTTTATCTTTTATAACTTTTCATATTCTTITTTTTTTTAAAAAAAGTTATTTTTTAAAAGA
ATATCTATTTTTTTATGAAAACAAAAGTACTAATTATTTAATACATTTAA

Figura 3. Regido de 1000 pb upstream da regido promotora do gene que codifica para
um inibidor de tripsina (colocar qual o Glyma). Em verde estdo destacados os motivos
ABRE e em cinza motivos ABRE-Like, presentes na regido promotora do gene.





