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III RESUMO 
 
Um dos grandes desafios da pesquisa agrícola atual é desenvolver estratégias 
para obtenção de plantas mais tolerantes, portanto, continuar ampliando o 
conhecimento sobre os mecanismos pelos quais as plantas respondem à seca, 
é essencial para a identificação de rotas metabólicas envolvidas no processo 
de defesa e o desenvolvimento de genótipos cada vez mais adaptados. Neste 
trabalho, para a obtenção de plantas de soja tolerantes à seca, a construção 
RD29A:AtDREB1A a qual confere tolerância ao déficit hídrico foi inserida em 
cultivares de soja e a biossegurança alimentar da proteína DREB1A/CBF3 de 
A. thaliana foi avaliada. Também, os extratos protéicos das plantas submetidas 
ao estresse hídrico foram comparados para a identificação de proteínas de soja 
diferencialmente expressas que podem estar envolvidas nas respostas à seca. 
A avaliação de biossegurança alimentar da proteína AtDREB1A in silico 
mostrou que a proteína não possui características de toxicidade, 
alergenicidade, antinutricionais, ou sítios de N-glicosilação, assim como, de 
atividade hemolítica sob eritrócitos de humanos atestado com a proteína 
AtDREB1A produzida in vitro, indicando ausência de efeitos adversos. A 
inserção da construção RD29A:AtDREB1A e RD29A:GUS em soja, 
demonstrou que o promotor RD29A e o fator de transcrição AtDREB1A de A. 
thaliana são ativados aumentando a tolerância ao déficit hídrico em soja. Vinte 
linhagens transgênicas foram obtidas por biobalística e apresentaram 
estabilidade do transgene. Análises histoquímicas confirmaram a indução do 
promotor RD29A em condições de desidratação e o aumento de expressão de 
genes de soja GmPip1 GmGols regulados pela proteína DREB1A também foi 
confirmado por RT-qPCR. Diferenças anatômicas significativas não foram 
observadas. Em média, os parâmetros fisiológicos foram superiores nas 
linhagens transgênicas, quando comparadas à sua isolinha BR16. Embora 
características agronômicas mais adaptativas relacionadas à produção não 
foram evidentes em casa de vegetação, há uma boa indicação de que a 
estratégia pode melhorar a tolerância à seca em plantas de soja. Para isso, 
experimentos a campo já estão sendo conduzidos para uma melhor 
caracterização agronômica e fisiológica. Na busca por ampliar os 
conhecimentos sobre os eventos envolvidos nas respostas à seca, a 
comparação dos extratos protéicos de soja BR16 não transgênica e BR16(P58) 
geneticamente modificada (GM) com a construção RD29A:AtDREB1A em 
condições controle e sob déficit hídrico, possibilitou a identificação de “spots” 
comuns aos dois tratamentos assim como de “spots” diferencialmente 
expressos, através da metodologia de 2-DE. Nos tratamentos de déficit hídrico, 
25 “spots” foram identificados em BR16 não GM e 34 “spots” em P58 GM, 
entretanto, análises de espectrometria de massa ainda estão em andamento e 
pesquisas em bancos dados serão fundamentais para a identificação das 
proteínas diferencialmente expressas em resposta ao déficit hídrico.  
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IV ABSTRACT 

  
 One of the challenges in agriculture is to develop strategies to obtain plants 
with higher drought tolerance. Therefore, the identification of metabolic 
pathways and understanding of the mechanisms by which plants respond to 
drought is an essential tool for the development of more adapted genotypes. In 
this work, the RD29A:AtDREB1A genetic construct which was reported to 
confer water deficit tolerance was inserted into soybean cultivars, and the food 
safety of Arabidopsis thaliana AtDREB1A/CBF3 protein was evaluated. Also, 
protein extracts from soybean plants submitted to water stress conditions were 
compared to identify differentially expressed soybean proteins involved in 
drought responses. The in silico evaluation of AtDREB1A protein showed that 
the protein has no evidence of toxicity, allergenicity, antinutritional features or 
N-glycosylation sites. No hemolytic activity on human erythrocytes assayed in 
vitro with AtDREB1A protein was detected, indicating no adverse effects. The 
insertion of RD29A:AtDREB1A and RD29A:GUS constructs in soybean showed 
that the RD29A stress-inducible promoter and the AtDREB1A transcription 
factor were activated and improved drought tolerance in soybean. Using 
bioballistic transformation, we obtained twenty stably transformed soybean 
lines. Histochemical analysis confirmed the induction of the RD29A promoter 
under dehydration conditions and increased expression of two soybean 
genes activated by AtDREB1A GmPip1 and GmGols were confirmed by RT-
qPCR. No anatomical differences were observed. On average, physiological 
parameters were superior in the transgenic line BR16(P58) when compared to 
the isoline BR16.Although agronomic traits related to higher adaptive production 
were not evident in greenhouse, there is a good indication that the strategy can 
improve drought tolerance in soybean. To establish trait efficacy, field 
experiments are already being conducted to obtain relevant agronomic and 
physiological data. To better understand the molecular events involved in 
drought responses, a comparison using protein extracts from genetically 
modified (GM) BR16(P58) and non-GM soybean BR16 in watered control 
conditions and under water deficit treatment allowed the identification of 
common proteins to both treatments as well as of proteins that are differentially 
expressed between treatments using 2-dimension gel electrophoresis (2-DE). In 
the water deficit treatment 25 differentially expressed protein spots were 
identified in non-GM isoline BR16 and 34 spots in BR16(P58). Subsequent 
analysis of these spots using mass spectrometry is still been conducted and 
peptide information in available public databases will be essential for 
identification of differentially expressed proteins. 
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1. INTRODUÇÃO 

Ao longo dos últimos 100 anos a temperatura média global aumentou 

cerca de 0,6°C e projeções indicam que a temperatura ainda continuará a subir 

(ROOT et al., 2003).  O Painel Intergovernamental de Mudanças Climáticas 

(IPCC) prevê que a produção de alimentos em todo o mundo poderá sofrer um 

impacto negativo nas próximas décadas, devido às mudanças climáticas 

provocadas pelo aquecimento global e, segundo os cientistas, o aumento da 

temperatura ameaça a produção agrícola podendo desta forma agravar o 

problema da fome já atual. Países pobres da África e da Ásia seriam os mais 

afetados, mas grandes produtores agrícolas, como o Brasil, também sentiriam 

os efeitos já na próxima década (BATES et al., 2008; ASSAD & PINTO, 2008; 

WEMA, 2010).  

Em estudo desenvolvido por pesquisadores da Embrapa e da Unicamp é 

previsto que o aumento da temperatura no país irá diminuir a área favorável 

aos cultivos de soja, café, milho, arroz, feijão e algodão, podendo levar a um 

prejuízo de R$ 7,4 bilhões no ano de 2020. Entre as culturas, a soja deve ser a 

mais afetada pela mudança do clima, com uma diminuição prevista de até 41% 

na área de baixo risco ao plantio do grão em todo o país em 2070, gerando 

prejuízos de R$ 7,6 bilhões, o que equivalente à metade das perdas projetadas 

para a agricultura brasileira daqui a seis décadas, como resultado do 

aquecimento global (ASSAD &PINTO, 2008). 

A produção de soja está entre as atividades econômicas que apresentou 

um dos mais expressivos crescimentos nas últimas décadas. Isto pode ser 

atribuído a diversos fatores, tais como: estruturação de um grande mercado 

internacional relacionado com o comércio de produtos do complexo soja, 
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consolidação da oleaginosa como importante fonte de proteína vegetal, 

especialmente para atender demandas crescentes dos setores ligados à 

produção de produtos de origem animal e maior desenvolvimento e oferta de 

tecnologias, viabilizando a expansão e a exploração da cultura (EMBRAPA, 

2008; DALL´AGNOL et al., 2010). As lavouras de soja levaram progresso a 

pequenos municípios, tornaram-se o motor da economia de várias regiões e 

têm sido um dos maiores responsáveis pela expansão da receita cambial do 

país (MISSÃO, 2006).  

Dada essa importância da cultura para o agronegócio nacional, e 

considerando o fato que a seca tem sido o principal responsável pelas 

oscilações anuais na produção brasileira de soja, os impactos climáticos 

previstos, como o aumento da temperatura global contribuirá negativamente 

para a produção da cultura, sendo uma área estratégica para o país a 

compreensão dos mecanismos de tolerância ao déficit hídrico e o 

desenvolvimento de novas variedades com maior tolerância a este estresse 

(FARIAS et al., 1993; PITOL & BROCH, 2008; EMBRAPA, 2009). 

Na busca por soluções que possam acelerar esse processo a 

engenharia genética tem sido uma alternativa eficiente na obtenção de plantas 

mais tolerantes a estresses (AGARWAL et al., 2007). Como exemplo a 

inserção da construção RD29A:AtDREB1A em diferentes plantas mostrou que 

a super-expressão do fator de transcrição DREB1A induz o aumento 

transcricional de um conjunto de genes sob seu controle em resposta ao déficit 

hídrico, o que torna essa abordagem uma importante estratégia na obtenção de 

genótipos de soja mais tolerantes a seca (PELLEGRINESCHI et al., 2002; 

OONO et al., 2003; KASUGA et al., 2004).  
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A adoção de culturas geneticamente modificadas e os benefícios 

trazidos por essas têm introduzido novas e promissoras características à 

agricultura na tentativa de solucionar ou amenizar os efeitos prejudiciais 

causados por fatores bióticos e abióticos (ISAAA, 2009). Nos últimos anos tem 

ocorrido um aumento no cultivo de transgênicos, e o Brasil suplantou a 

Argentina para tornar-se o segundo maior produtor com 5,6 milhões de novos 

hectares de culturas transgênicas (MARSHALL, 2010).  

Parte desse aumento não está apenas relacionado aos benefícios por 

eles trazidos, mas deve-se a certificação de biossegurança que essas lavouras 

e produtos gerados vêm recebendo por diferentes órgãos de regulamentação 

em todo o mundo (OECD, 2007; JAMES, 2009). Diante de um histórico de uso 

seguro, o consumo de organismos geneticamente modificados (OGMs) tem 

sido desmistificado e a criação de abordagens que permitam investigar a 

biossegurança alimentar de novas proteínas que serão introduzidas em plantas 

agrícolas, garante que as pesquisas sejam focadas e comprometidas com os 

interesses da sociedade, desde o início de seu desenvolvimento (KUIPER et 

al., 2001; CODEX ALIMENTARUS, 2009). 

Portanto, para que todos esses progressos continuem acontecendo, no 

sentido de desenvolver cultivares que apresentem melhores respostas 

adaptativas às mudanças climáticas previstas, é necessário que a ciência 

agrícola avance cada vez mais na compreensão de respostas das plantas ao 

déficit hídrico, integrando pesquisas nas diversas áreas do conhecimento como 

genômica, transcriptoma e proteômica, buscando o entendimento das múltiplas 

vias de sinalização e respostas para o desenvolvimento de tecnologias mais 
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eficientes e competitivas em custos de produção e qualidade (STOLF, 2007; 

MESQUITA, 2010).  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Soja 
 

Originária da China, a soja (Glicyne Max (L.) Merr.) pertencente à família 

das fabáceas (leguminosas) foi introduzida no Brasil via Estados Unidos, em 

1882, (MISSÃO, 2006).  Sua expansão, como cultura, ocorreu nos anos 70, 

com o interesse crescente da indústria de óleo e a demanda do mercado 

internacional. Esse crescimento se deveu, não apenas ao aumento da área 

cultivada (1,3 para 8,8 milhões de hectares), mas também, ao expressivo 

incremento da produtividade (1,14 para 1,73t/ha) graças às novas tecnologias 

disponibilizadas aos produtores pela pesquisa brasileira (EMBRAPA, 2004).  

Atualmente, o Brasil configura-se como o segundo maior produtor 

mundial com uma produção recorde de 68,7 milhões de toneladas na safra de 

2009/10 (CONAB, 2010), participando com cerca de 27,1% da produção 

mundial de soja em grão (USDA, 2009), atrás apenas dos Estados Unidos, cuja 

safra 2010/2011 está estimada em 91 milhões de toneladas (MPOG, 2010).  

De acordo com o Censo Agropecuário 2006, na última década a cultura 

da soja foi a que mais se expandiu no Brasil, com um aumento de 88,8% na 

produção e tornou-se o principal grão do agronegócio nacional (IBGE, 2006).  

Somente de janeiro a junho de 2010 as exportações brasileiras do complexo 

formado por soja em grãos, óleo de soja bruto, óleo de soja refinado, farelo de 

soja e demais óleos e derivados do óleo renderam a balança do agronegócio 

cerca de 9,56 bilhões de dólares (CONAB, 2010).  

Através da cultura da soja e toda a sua cadeia produtiva desenvolveu-se 

uma rede que gera empregos e pesquisas, impulsionando a economia no país 

e tendo como conseqüência o reconhecimento internacional pelo avanço 
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alcançado nas últimas décadas, gerando assim conhecimento e riquezas 

(BONATO & BONATO, 1987). Com essa cadeia produtiva, organizada e 

eficiente distribuída por todo o país, além de ser cultivada para alimentação 

humana e animal, o seu uso está sendo implementado com sucesso, de acordo 

com previsto pelo plano nacional de agroenergia, como uma das principais 

opções de matéria-prima na produção de biodiesel (MAPA, 2006).  

Com o seu consumo mundial crescente, a soja entra na alimentação 

humana através da composição de vários produtos como embutidos, tofu, 

chocolates, e temperos para saladas, sendo a proteína, a base de ingredientes 

de padaria, cereais e bebidas, etc (MISSÃO, 2006). No entanto, seu uso mais 

conhecido, é como óleo refinado, obtido a partir do óleo bruto. Outra grande 

aplicação está na indústria de adesivos e nutrientes, alimentação animal, 

adubos, formulador de espumas, fabricação de fibras e mais recentemente de 

biodísel (EMBRAPA, 2010).  

Por ser um alimento funcional, além de funções nutricionais básicas, a 

soja também produz efeitos benéficos à saúde, reduzindo os riscos de algumas 

doenças crônicas e degenerativas. Rica em proteínas de boa qualidade, possui 

ácidos graxos poliinsaturados e compostos fitoquímicos como:  isoflavonas, 

saponinas, fitatos, dentre outros. Pesquisas têm demonstrado que as 

isoflavonas da soja reduzem os riscos de alguns tipos de câncer, como: mama, 

colo do útero e próstata (ESTEVES & MONTEIRO, 2001; MESSINA, 2004). 

Além de ser recomendada na tensão pré-mestrual, no alívio dos sintomas 

indesejáveis da menopausa e na prevenção da osteoporose, assim como, no 

controle de diabetes (MANDARINO et al., 2003).  



 

20

Apesar de todos aspectos positivos relacionados à cultura e do 

conhecimento gerado durante os anos de seu cultivo, resultante em elevado 

grau de tecnificação da maioria das lavouras e de pesquisas brasileiras, a 

disponibilidade hídrica continua como um fator limitante a obtenção de 

rendimentos mais próximos ao potencial produtivo da espécie, além de 

constituir-se na maior causa de variabilidade dos rendimentos de grãos 

observados de um ano para o outro nas diversas regiões produtoras do país 

(FARIAS et al., 2006).  

Para o seu completo desenvolvimento a planta de soja necessita de 

disponibilidade de água, principalmente, durante a germinação e no período 

entre floração e enchimento de grãos. Déficits hídricos expressivos durante 

essas fases provocam alterações fisiológicas e morfológicas nas plantas, como 

o fechamento estomático e enrolamento das folhas e, como conseqüência, 

causam a queda prematura de folhas e flores e abortamento das vagens, 

resultando, por fim, em redução na produtividade (EMBRAPA, 2009).  

Nas safras de 1977/78 e 1978/79, os três estados do sul deixaram de 

colher cerca de 7,2 milhões de toneladas de grãos de soja devido às condições 

de seca (FARIAS et al., 1993). Da mesma forma, durante duas safras 

consecutivas, 2003/04 e 2004/2005, o sul do país foi severamente afetado 

pelas escassezes de chuvas prolongadas, ocasionando perdas de 

aproximadamente 10,5 milhões de toneladas de soja somente no estado do Rio 

Grande do Sul. Em 2009, a redução de produtividade mais acentuada também 

se manifestou na produção de soja (2,9 milhões de toneladas) nos estados, do 

Paraná, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul devido à estiagem ocorrida 

nos dois últimos meses do ano.  
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Nesse contexto, o entendimento dos mecanismos de tolerância a seca e 

desenvolvimento de genótipos que possam suportar períodos mais longos de 

estiagem torna se de fundamental importância para o melhoramento genético 

de plantas, visando auxiliar na redução das perdas ocasionadas por secas que 

constantemente tem afetado a cultura da soja no país (CASAGRANDE, 2001).  

 

2.2. Mecanismos de Respostas ao Déficit Hídrico 

 

O déficit hídrico pode ser definido como todo o conteúdo de água de um 

tecido ou célula que está abaixo do conteúdo de água mais alto exibido para a 

manutenção normal das funções biológicas que ocorrem no estado de total 

hidratação (TAIZ & ZEIGER, 2004). A água atua praticamente em todos os 

processos de uma planta, desempenhando um papel importante na 

manutenção e distribuição de calor, além de apresentar características 

funcionais de preenchimento, meio de transporte e solvente para reações 

celulares, permitindo que gases, minerais e outros solutos entrem nas células e 

movam-se por toda a planta (CAMPBELL, 1991; EMBRAPA, 2009). 

Em defesa contra o déficit hídrico, as plantas podem desenvolver 

mecanismos tanto para retardar como para tolerar a desidratação, pela 

manutenção da hidratação do tecido, e pela capacidade de funcionar enquanto 

desidrata, respectivamente (TAIZ & ZEIGER, 2004). Mecanismos para retardar 

a desidratação pode ser resultado da diminuição da perda de água (causados 

como exemplo pelo fechamento estomático, desenvolvimento de tricomas, 

redução da área foliar e senescência de folhas velhas para diminuir a 

transpiração além de mudanças no tamanho, orientação e enrolamento das 
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folhas para minimizar a superfície exposta a luz, etc) ou maximização da 

absorção de água (aumento do crescimento radicular e mais profundo). Já os 

mecanismos de tolerância envolvem o ajustamento osmótico e eficiência na 

remoção de espécies reativas de oxigênio, formadas como uma conseqüência 

do metabolismo conturbado (WANG et al., 2003; TAIZ & ZEIGER, 2004; 

BARNABÁS et al., 2008). 

Frente à falta de água, a resposta das plantas pode ser considerada um 

grupo de respostas morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares 

simultâneas, visando aumentar sua tolerância ao estresse por alterações em 

seu metabolismo, crescimento e desenvolvimento (LAWLOR, 2002; MITTLER 

2006; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Quando a regulagem 

por meios dessas respostas é inadequada e o metabolismo não se ajusta para 

a manutenção das funções eventuais danos podem resultar na morte da planta 

(LAWLOR, 2002). 

 

2.2.1. Respostas Fisiológicas e Morfológicas  

 

Uma das primeiras respostas contra o déficit hídrico é o fechamento dos 

estômatos, reduzindo assim a condutância estomática para diminuir a perda de 

água, limitando a difusão de CO2 para os cloroplastos (FREDERICK et al., 

1989). Duas razões principais podem causar o fechamento dos estômatos 

durante a seca: sinais hidráulicos (potencial de água na folha e turgor celular) e 

sinais químicos (o hormônio ácido abscísico). Atualmente, a maioria das 

pesquisas sugere uma combinação de sinalização hidráulica e química que 
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podem ocorrer juntos ou em tempos diferentes (COMSTOCK, 2002; 

KALEFETOĞLU & EKMEKÇI, 2005).  

Sendo um dos fatores de regulação dos estômatos, o ácido abscísico 

(ABA) é sintetizado nos cloroplastos e outros plastídios e detectado na maioria 

dos órgãos ou tecidos vivos. Na área foliar quando o mesófilo torna-se 

moderadamente desidratado, parte do ABA armazenado nos cloroplasto é 

liberado para o apoplasto e redistribuído dependendo da permeabilidade das 

membranas e gradientes de pH dentro da folha, possibilitando ao fluxo de 

transpiração transportar parte dele para as células-guarda (HARTUNG et al., 

1998). Em condições de déficit hídrico há um aumento na concentração do 

ABA na parte aérea quando comparado com a concentração na parte radicular 

exposta ao déficit. Após a percepção do déficit hídrico no solo pelas raízes, 

ocorre um acúmulo de ABA e sua redistribuição aos tecidos da planta via 

xilema sinalizando quimicamente para o fechamento dos estômatos (LIU et al., 

2005). Esta resposta foi demonstrada em plantas de Arabidopsis thaliana que 

expressaram a enzima ABA aldeído oxidase (AAO3) que catalisa o passo final 

na biossíntese de ABA, ao longo da vasculatura da folha, tecido da epiderme e 

células-guarda (SEO et al., 2000; GONZÁLEZ-GUZMAN et al., 2004; KOIWAI 

et al., 2004; CHRISTMANN et al., 2005). Há ainda, a indicação de que não 

somente o ABA, mas também o pH e a redistribuição iônica desempenhem um 

importante papel na sinalização entre as raízes e as partes aéreas do vegetal, 

em condições de seca (WILKINSON & DAVIES, 2009). 

O fechamento estomático pode contribuir para a diminuição da perda de 

água da folha para a atmosfera, mas, em contrapartida provoca uma redução 

na atividade fotossintética, pois a limitação na assimilação de CO2 afeta 
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diretamente os processos fotossintéticos, causando um desequilíbrio entre a 

atividade fotoquímica do fotossistema II (FS II) e a quantidade de elétrons que 

é exigida no processo (HE et al., 1995, FLAGELLA et al., 1998). A inibição nas 

reações na cadeia de transporte de elétrons pode formar espécies de oxigênio 

reativo, os quais podem causar prejuízos fotooxidativos e fotoinibição 

(KALEFETOĞLU & EKMEKÇI, 2005). Estudos em cloroplastos isolados 

mostraram que os dois fotossistemas (FSI e FSII), especialmente o PSII, são 

afetados pela seca (HE et al., 1995). Essa limitação da fotossíntese pode 

reduzir o consumo de elétrons liberados da água, causando o excesso de 

energia de excitação, que se não for eliminado com segurança pode ocasionar 

danos aos fotossistemas (MULLER et al., 2001; LAWLOR, 2002). Quando a 

energia armazenada nas clorofilas, ou seja, o estado excitado da clorofila não é 

rapidamente dissipado pela transferência de excitação ou fotoquímica, a 

reação com o oxigênio, acaba formando as espécies reativas de oxigênio 

(ROS, Reactive Oxygen Species), que incluem o singleto (1O2), ânions radicais 

de superóxidos (O2
●-), radicais hidroxilas (OH●) e peróxidos de hidrogênio 

(H2O2) (CHAVES et al., 2003; APEL et al., 2004). Estas espécies reativas 

causam danos fotooxidativos, principalmente em proteínas (D1) do centro de 

reação do fotossistema II e destroem componentes da membrana dos 

tilacóides, em especial os lipídeos (LAWLOR & CORNIC, 2002). A fotoinibição 

chega a ocorrer somente em condições de estresse hídrico muito severo e com 

quase completamente os estômatos fechados (FLEXAS & MEDRANO, 2002).  
Com a redução da fotossíntese, a quantidade de fotoassimilados 

também diminui, assim como a sua exportação das folhas, uma vez que, o 

transporte do floema depende do turgor e do potencial hídrico disponível para o 
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movimento dos assimilados. Entretanto, quando isso ocorre, a capacidade de 

translocação das plantas permite que reservas sejam mobilizadas e utilizadas 

onde for necessário, um fator-chave na tolerância vegetal à deficiência hídrica 

(BELIN et al., 2010). 

Outro aspecto importante é que o desenvolvimento de um sistema 

radicial mais profundo, melhor adaptado para a captação mais constante de 

água, também permite a planta tolerar o déficit hídrico moderado. O 

redirecionamento dos fotoassimilados possibilita que as raízes cresçam em 

direção as zonas mais úmidas do solo, diminuindo a quantidade de raízes 

superficiais. Segundo JAVOT & MAUREL (2002) raízes expostas a longos 

períodos de déficit hídrico podem responder através de alterações anatômicas 

e de crescimento, os quais induzem mudanças na capacidade de transporte de 

água, associadas à suberização, lignificação da parede celular e presença de 

proteínas de canal de água (aquaporinas) encontradas nas membranas 

celulares de raízes (MARTRE et al., 2002). Embora seja eficiente, esse 

mecanismo de resposta pode torna-se um problema quando a planta está em 

estádio reprodutivo, pois os assimilados são dirigidos também aos frutos, 

diminuindo o crescimento das raízes e conseqüentemente a absorção de água, 

tornando as plantas ainda mais sensíveis à seca (TAIZ & ZEIGER, 2004). 

Algumas espécies, em situações de déficit hídrico, também acumulam 

solutos compatíveis ou osmólitos no citoplasma para diminuir o potencial 

osmótico e, consequentemente, manter o potencial hídrico e o turgor das 

células próximo ao nível ótimo (NEPOMUCENO et al., 2001). Este ajuste 

osmótico, uma das respostas celulares vitais ao déficit hídrico resultante da 

seca, da salinidade e do frio, permite a manutenção do turgor celular e dos 
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processos que dependem deste turgor, tais como, expansão e crescimento 

celular e abertura dos estômatos e fotossíntese, além de manter um gradiente 

de potencial de água favorável à absorção de água pelas raízes. 

Os solutos que participam do ajuste osmótico são inorgânicos, 

principalmente K+
 e Cl- ou compostos orgânicos, denominados solutos 

compatíveis, como prolina e glicina betaína e carboidratos como sacarose, 

trehalose, pinitol, sorbitol e manitol. Os solutos compatíveis são de baixo peso 

molecular, altamente solúveis e não são tóxicos em altas concentrações 

celulares. Esses solutos protegem a planta contra o estresse através do ajuste 

osmótico mantendo o turgor celular, fazendo detoxificação de espécies de 

oxigênio reativo e estabilizando as estruturas quaternárias das proteínas 

(RUIZ- LOZANO, 2003; CHINNUSAMY et al., 2005).  

Ainda, quando as plantas estão expostas ao déficit hídrico, acentua-se a 

produção do hormônio etileno que leva à senescência e a abscisão foliar, uma 

outra resposta de defesa ao estresse imposto (PIERIK et al., 2007).  

 

2.2.2. Respostas Moleculares 

 

As plantas tem se adaptado para responder a estresses em níveis 

moleculares e celulares bem como fisiológicos e bioquímicos (YAMAUCHI-

SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2006). Enquanto adaptações morfológicas e 

anatômicas podem ser de vital importância para algumas espécies, estas não 

acontecem em todas as plantas. Em contraste, as respostas celulares para 

estresse hídrico parecem ser conservadas em todo o reino vegetal (RUIZ-

LOZANO, 2003). Em nível molecular, déficits hídricos iniciam várias mudanças 
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na expressão gênica, as quais definem as respostas de proteção de uma 

planta. Atualmente, muitos esforços estão direcionados na compreensão 

destes mecanismos e na identificação de produtos de genes que conferem 

adaptação a seca (BRAY, 2004).  

Os modelos de percepção estabelecidos para vegetais superiores 

sugerem algumas hipóteses para o início da sinalização em nível molecular. 

Alterações na conformação de membranas celulares devido à perda de turgor 

provocariam mudanças em canais de transporte ativados por pressão, 

modificações na conformação ou na justaposição de proteínas sensoriais, 

embebidas nas membranas celulares ou alterações na continuidade entre a 

parede celular e a membrana plasmática (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2000; NEPOMUCENO et al., 2001). Devido à perda de pressão 

da parede, complexos enzimáticos ativados pelas alterações mencionadas, 

iniciariam uma cascata de eventos moleculares levando a indução da 

expressão de várias categorias de genes (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2007).  

Os produtos desses genes envolvidos na resposta ao estresse 

funcionam como osmoprotetores, detoxificantes celulares, proteínas “turnover”, 

proteínas de sinalização de estresse e de regulação transcricional, sendo 

classificados em dois grupos: o primeiro grupo inclui as proteínas funcionais, ou 

seja, que protegem diretamente contra a dessecação, como proteínas LEA, 

osmoprotetores e o segundo grupo estaria envolvido nos mecanismos de 

sinalização e de regulação da expressão gênica (BRAY, 2004; MOCHIDA et 

al., 2009), representado por fatores de transcrição. 
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Genes codificando enzimas envolvidas na biossíntese de 

osmoprotetores incluem: 1-pirrolina-5-carboxilato sintetase (síntese de 

prolina); trehalose-6-fosfato desidrogenase (síntese de trehalose); colina 

desidrogenase e colina oxidase (síntese de glicina betaína); e manitol-1-fosfato 

desidrogenase (síntese de manitol) (HONG et al., 2000; NEPOMUCENO et al., 

2001; MOLINARI et al., 2004).  

O aminoácido prolina, está envolvido nas respostas de defesa a 

desidratação pela capacidade de estabilizar estruturas celulares e eliminar 

radicais livres, participar como componente da cascata de sinalização 

molecular do estresse e ser o principal constituinte de proteínas de parede 

celular em plantas (NANJO et al., 1999). Em tabaco, o nível elevado de prolina 

reduziu os níveis de radicais livres em resposta ao estresse osmótico e 

melhorou significativamente a taxa de crescimento de mudas transgênicas em 

solos salinizados e desidratados (HONG et al., 2000). YAMADA et al. (2005) 

através de transformação genética em Petúnia hybrida cv. Mitchell, com os 

genes “1-pyrroline-5-carboxilato sintetase” de Arabidopsis thaliana (AtP5CS) e 

(OsP5CS) de Oryza sativa, verificaram que as plantas transgênicas 

acumularam de 1,5- 2,6 vezes mais prolina do que plantas crescidas sob 

condições normais.  

A trehalose é um açúcar raro com habilidade única de proteger 

biomoléculas durante estresse ambiental está presente em varias bactérias, 

fungos e em algumas plantas superiores resistentes ao ressecamento (ELBEIN 

et al., 2003). AVONCE et al. (2004) verificaram que a super expressão do gene 

AtTPS1 que codifica a enzima trehalose-6-fosfato sintase na via bossintética de 
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trehalose em A. thaliana promoveu um aumento nos níveis de trehalose-6-

fosfato fosfatase também pertencente a essa via biossíntética e demonstrou 

tolerância à seca.  

Em plantas, o osmoprotetor glicina-betaína é sintetizado no cloroplasto 

por dois processos: o primeiro passo converte colina em betaína aldeído e o 

segundo passo converte a betaína aldeído em glicina-betaína, que é catalisada 

pela enzima betaína aldeído desidrogenase (WANG et al., 2003). Plantas 

transgênicas de A. thaliana transformadas com o gene da enzima colina 

oxidase (codA) isolado de Arthrobacter globiformis, o qual  converte colina a 

glicina aldeído, mostraram aumento na tolerância aos estresses salino e frio 

devido ao acúmulo de glicina betaína (HAYASHI et al., 1997).  

O mesmo foi observado em relação ao manitol em plantas de tabaco 

transformadas com o gene mtlD, que codifica a enzima manitol-1-fosfato 

desidrogenase. O maior acúmulo de manitol em plantas transgênicas 

promoveu aumento na tolerância a altas concentrações salinas em 

comparação a plantas não transformadas (TARCZYNSKY et al., 1993).  

A família de oligossacarídeos “Raffinose Family Oligosaccharides” 

(RFOs), como a rafinose, estaquiose e verbascose também representam uma 

função de tolerância ao estresse hídrico. Estes oligossacarídeos são comuns 

no reino vegetal, abundantes em sementes de uma grande variedade de 

espécies, e podem acumular em outros tecidos durante o estresse. A galactinol 

sintase (GolS) é uma enzima chave na produção de RFOs, ela sintetiza o 

galactinol a partir de UDP-Galactose e mioinositol, o qual serve como um 

doador de galactosil para formar rafinose, estaquiose e verbascose 

(PATTANAGUL & MADORE, 1999; PANIKULANGARA et al., 2004). Altos 
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níveis de expressão do gene GmGolS foram detectados em folhas de soja 

submetidas a condições de déficit hídrico (STOLF, 2005). Da mesma forma, 

TAJI et al., 2002, também detectaram aumento no nível de galactinol e rafinose 

em folhas de plantas transgênicas expressando o gene GolS2.  

Estresses abióticos geralmente causam disfunção em proteínas e 

enzimas. As chaperonas moleculares têm função de auxiliar no dobramento de 

cadeias polipeptídicas nascentes, no redobramento de proteínas desnaturadas 

e prevenir a agregação de partes protéicas cujas superfícies hidrofóbicas estão 

expostas prejudicando o dobramento, o que contribui para a omeostase celular 

em condições de estresse hídrico. Muitas chaperonas moleculares são 

proteínas envolvidas em respostas de estresse e muitas delas foram 

originalmente identificadas como “Heat-Shock Proteins” (HSPs) (LINDQUIST, 

1988). As principais famílias de HSPs/chaperonas reconhecidamente 

conservadas são: HSP70, chaperoninas, HSP90, HSP100 e “small HSP” 

(sHSP). As diferentes classes de HSPs/chaperonas cooperam na proteção 

celular e apresentam complementaridade e algumas vezes sobreposição de 

funções na proteção de proteínas contra o estresse (WANG et al., 2004).  

O grupo de proteínas chamadas “Late Embryogenesis Abundant” (LEA), 

como o próprio nome sugere, são acumuladas em sementes durante a fase de 

maturação, quando é requerida a tolerância a dessecação (CLOSE, 1996; 

NEPOMUCENO et al., 2001). Diversos estudos têm demonstrado que as 

proteínas LEA também se acumulam em tecidos vegetativos durante períodos 

de déficit hídrico, o que reforça a função destas proteínas na proteção contra a 

dessecação (PORCEL et al., 2005). Essas proteínas são reconhecidas por 

serem hidrofílicas, apresentando um alto conteúdo de glicina (WISE et al., 



 

31

2004). Durante a desidratação celular as proteínas LEA representam uma 

importante função na manutenção da estrutura de outras proteínas, vesículas, 

endomembranas e no seqüestro de íons, como o cálcio, na retenção de água e 

como chaperonas moleculares (CLOSE, 1996). 

Um importante avanço para o entendimento da condutância de água nas 

células foi a descoberta das proteínas de canais de água, denominadas 

aquaporinas. A presença de aquaporinas pode aumentar a condutividade 

hidráulica da membrana (PRESTON et al., 1992) e formar canais de água 

específicos para íons ou solutos, facilitando o movimento da água através dos 

tecidos (BRAY, 1993). Folhas de plantas transgênicas de arroz expressando a 

aquaporina de cevada HvPIP2;1 apresentaram um aumento de 40% na 

condutância interna de CO2, assim como um aumento na taxa de assimilação 

de CO2 (KATSUHARA et al., 2008). 

Diversas estratégias de transformação de plantas utilizando genes 

antioxidantes para eliminar componentes tóxicos como O2, H2O2, e OH-, 

mostram auxiliar no aumento da tolerância à seca. Esses antioxidantes incluem 

enzimas como a Catalase (CAT), Superóxido Desmutase (SOD), Ascorbato 

Peroxidase (APX) e Glutationa Redutase (GR), assim como, as moléculas não 

enzimáticas; ascorbato, glutationa, carotenóides e antocianinas. Componentes 

adicionais como os osmólitos, proteínas (peroxiredoxina) e moléculas anfifílicas 

(tocoferol) podem também ter funções de eliminação de ROS (BOWLER et al., 

1992). Alfafas (Medicago sativa) transgênicas expressando o gene Mn-SOD 

evidenciaram redução nas lesões em folhas causadas por estresse hídrico 

(MCKERSIE et al., 1999). Ainda, sobrepondo o papel de ROS como um agente 

oxidativo, descobriu-se que esses podem estar envolvidos em processos de 
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sinalização. O peróxido de hidrogênio (H2O2) atua como um mensageiro 

secundário mediando à aquisição de tolerância a ambos os estresses, biótico e 

abiótico. Também foi verificado que ROS comunica-se com outras moléculas 

sinalizadoras formando parte de vias de sinalização que controlam respostas 

procedentes a ROS (BHATTACHARJEE, 2005). 

 

2.2.3 Fatores de Transcrição 

 

Os fatores de transcrição são proteínas que regulam a expressão de 

genes através de seqüências específicas de ligação ao DNA e interação 

proteína/proteína. Alguns fatores de transcrição têm sido sugeridos como 

reguladores de respostas a estresses e são classificados dentro de diversas 

famílias, baseados principalmente na estrutura de seus domínios de ligação ao 

DNA, como exemplo, os membros das famílias MYB, ERF, bZIP e WRKY 

(SINGH et al., 2002; JUNG et al., 2008). 

Em Arabidopsis são conhecidas quatro unidades transcricionais – 

chamadas de “regulon” que respondem ao déficit hídrico, duas são 

dependentes de ABA: (1) “ABA – Responsive Element Binding protein/ ABA – 

responsive element Binding Factor” (AREB/ABF), (2) “myelocytomatosis 

oncogene” (MYC) e “myeloblastosis oncogenese” (MYB); e duas são 

independentes de ABA: (3) “Dehydration Responsive Element Binding protein” 

(DREB), (4) NAM, ATAF1, 2, e CUC2 (NAC) e “Zinc-Finger Homeodomein” 

(ZF-HD) (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006). 

O “regulon” dependente de ABA, AREB/ABF controla a região promotora 

dos genes que possuem o maior cis-elemento da expressão gênica ABA-
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dependente: o ABRE (ABA-Responsive Elements: ACGTGG/TC). UNO et al. 

(2000) analisaram o promotor do gene de resposta ao frio RD29B, e 

identificaram dois ABREs que funcionavam como cis-elementos regulatórios na 

expressão ABA-dependente. Eles também verificaram que as proteínas AREB 

(AREB2 e AREB3) possuem o “motif” zíper de leucina com um único domínio 

DNA-ligante e são fatores de transcrição em resposta a desidratação regulados 

por ABA. 

Em A. thaliana, os fatores de transcrição MYC (AtMYC2) e MYB 

(AtMYB2) também são dependentes e tem mostrado-se ligar aos cis-elementos  

MYC (MYC-recognition site: CANNTG) e MYB (MYB-recognition site: 

C/TAACNA/G) respectivamente, presentes no gene RD22. Esses “regulons” 

são responsáveis pela resposta tardia ao estresse, sendo sintetizado 

principalmente após o acúmulo de ABA (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2005).  

Em estudo realizado em A. thaliana, NAKASHIMA et al. (1997) 

descobriram que o gene ERD1 (early responsive to dehydration stress 1) 

responde ao déficit hídrico e ao estresse salino mas não a ABA, através da 

codificação de uma proteína homóloga a subunidade ATPase (ClpA) da 

protease Clp (caseinolytic protease). Na região promotora desse gene há uma 

sequência CACTAAATTGTCAC e um “motif” CATGTG que é reconhecido por 

fatores de transcrição NAC, além de um domínio de ligação a fatores de 

transcrição de homeodomínios (ZF-HD) (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2005; JENSEN et al., 2008). 

Também na via independente de ABA, o “regulon” DREB, classificado 

em dois grupos, DREB1 (DREB1A, DREB1B, DREB1C, DREB1D, DREB1E e 
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DREB1F) (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000) e DREB2 

(DREB2A e DREB2B) (SAKUMA et al., 2006), ativam a expressão de genes 

ligando-se ao cis-elemento DRE (Dehydration Responsive Element) presente 

em seus promotores. 

 

2.3. AtDREB1A  

 

Nas últimas décadas, importantes progressos foram obtidos na 

compreensão do controle da expressão de genes em resposta a estresses 

ambientais. Em particular, a família de fatores de transcrição de Arabdopsis 

thaliana conhecida como DREB (LIU et al., 1998;YAMAGUCHI-SHINOZAKI et 

al., 2002) ou CBF (C-Repeat-Binding factor) (STOCKINGER et al., 1997; 

GILMOUR et al., 1998), tem sido amplamente estudada. Recentemente, outros 

genes também homólogos a essa família, OsDREB1A, OsDREB1B, 

OsDREB1C, OsDREB1D, e OsDREB2A foram isolados em arroz (DUBOUZET 

et al., 2003), GmDREBa, GmDREBb e GmDREBc, em soja (LI et al., 2005) e 

ZmDREB1A em milho (QIN et al., 2004), assim como em outras espécies. 

Os primeiros trabalhos sobre essa família de fatores de transcrições 

foram realizados por YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al. (1992), através da 

identificação de cDNAs de A. thaliana, nomeados “Responsive to Desiccation” 

(RD), os quais foram expressos não somente em resposta ao déficit hídrico, 

mas também, ao estresse salino, a baixa temperatura e ao ácido abscísico 

(ABA).  

A caracterização dos genes RD29A e RD29B correspondentes ao clone 

RD29 revelaram que as proteínas codificadas por esses genes RD29 são 
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extremamente hidrofílicas, e contém somente um resíduo de cisteína, o que as 

torna similar à estrutura das proteínas LEA também induzidas por dessecação 

(BAKER et al., 1988; YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 1993; 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al., 2002). Em tratamentos de desidratação em 

plantas de A. thaliana, o gene RD29A foi detectado em níveis de expressão 

baixos dentro de vinte minutos e altamente expresso depois de três horas, 

enquanto RD29B foi detectado somente após três horas do início da 

desidratação. Entretanto, quando foram feitos tratamentos com aplicação de 

ABA, essa rápida indução de RD29A não foi detectada, mas após duas horas a 

expressão de ambos, RD29A e RD29B foi detectada. Esses resultados 

sugerem a ausência de algum elemento envolvido na rápida indução de RD29A 

em tratamento de desidratação (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 

1993). 

Tais observações propunham a existência de dois elementos cis-

atuantes na região promotora de RD29A, sendo um deles relacionado a 

mudanças nos potenciais osmótico e hídrico da célula, ou seja, independente 

de ABA e responsável pela rápida indução de RD29A durante estresse 

ambiental e outro dependente de ABA, envolvido na resposta a expressão do 

hormônio ABA. Os genes RD29B e RD29A estão arranjados em tandem, em 

uma região de 8kb no genoma de A. thaliana, um espaço de aproximadamente 

1640 pb entre RD29B e RD29A, conteria esses elementos cis-atuante. 

Análises de deleção e de substituição de bases na região promotora do 

gene RD29A em plantas transgênicas de tabaco revelaram uma seqüência 

conservada de 9 pares de bases (TACCGACAT) nomeada “Dehydration 

Responsive Element” (DRE), que possui alta similaridade com a seqüência 
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“Responsive to Dehydration” (DR1) do promotor rd17, sendo essencial na 

regulação da expressão de RD29A sob condições de seca (YAMAGUCHI-

SHINOZAKI & SHINOZAKI, 1994). A seqüência CCGAC do elemento DRE é a 

seqüência mínima para que ocorra a ligação da proteína ao promotor e, C4, G5 

e C7 são essenciais para interação de proteínas específicas (HAO et al., 2002; 

SAKUMA et al., 2002). O elemento ABRE também foi identificado e estaria 

envolvido na indução do promotor RD29A durante a presença de ABA 

(YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 1994). 

Através da técnica de ensaio de um híbrido, LIU et al. (1998) isolaram 

clones de cDNA que codificam proteínas (DREB1A e DREB2A) que se ligam à 

região DRE. A seqüência de aminoácidos das proteínas DREB1A e DREB2A 

mostrou alta similaridade com o domínio conservado encontrado na proteína 

Apetala2 (AP2) de A. thaliana (JOFUKU et al., 1994; OKAMURO et al., 1997) 

que funciona em resposta a morfogênese floral, e com a proteína “Ethylene-

responsive element binding factors” (ERF) que funciona em resposta ao etileno 

(OHME-TAKAGI & SHINSHI, 1995; HAO et al., 2002). Apesar do domínio AP2 

das proteínas DREB terem alta similaridade com o mesmo domínio nas 

proteínas ERF, não é claro como essas proteínas reconhecem diferentes sítios 

e regulam a expressão de genes em vias diferentes (SAKUMA et al., 2002). 

O domínio AP2 tem sido considerado exclusivo de plantas e possui uma 

região conservada de aproximadamente 60 aminoácidos (RIECHMANN & 

MEYEROWITZ, 1998). Entretanto, as proteínas DREB contêm uma região 

básica na região N-terminal que pode funcionar como um sinal de localização 

nuclear e uma região C-terminal ácida que atua como um domínio de ativação 

para a transcrição, indicando que essas proteínas podem funcionar como um 
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ativador de transcrição em plantas (LIU et al., 1998; YAMAGUCHI-SHINOZAKI 

et al., 2002). 

O fator de transcrição DREB1A interage especificamente com a região 

DRE induzida por estresse e ativa um grande número de genes em resposta a 

seca. A utilização do promotor RD29A contendo a região DRE e a região 

codante do fator de transcrição DREB1A tem demonstrado promover tolerância 

à seca em plantas transgênicas como A. thaliana.(KASUGA et al., 1999), trigo 

(PELLEGRINESCHI et al., 2002) e tabaco (KASUGA et al., 2004). Plantas 

transgênicas de trigo e tabaco expressando o fator de transcrição DREB1A de 

A.thaliana sugerem a conservação desses genes no reino vegetal. Assim, a 

superexpressão da proteína DREB1A apenas em condições de déficit hídrico 

utilizando promotores induzidos por estresse tem potencial como estratégia no 

desenvolvimento de culturas mais tolerantes à seca em espécies de relevância                   

econômica como a soja. 
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2.4. Plantas Geneticamente Modificadas 

 

Desde 1996 quando a primeira cultura geneticamente modificada (GM) 

foi produzida e consumida no mercado norte americano, o tomate “Flavr Savr”, 

outras culturas como soja, milho e canola tem sido adotadas ao redor do 

mundo, refletindo em um aumento de mais de 67 vezes na área global de 

lavouras transgênicas (KRAMER & REDENBAUGH, 1994; ROLLA, 2009; 

ISAAA, 2009). 

Estudos demonstram que somente em 2009, 14 milhões de agricultores 

de 25 países contribuíram para que a área plantada com culturas transgênicas 

ultrapassasse 134 milhões de hectares, representando um crescimento de 7% 

em relação a 2008, ou seja, nove milhões de hectares. Dentre os países que 

adotaram culturas de plantas GM, o Brasil ocupa o segundo lugar no ranking 

mundial, com 21,4 milhões de hectares, atrás apenas dos Estados Unidos que 

possui 64 milhões. Nos países em desenvolvimento, a área plantada com 

produtos transgênicos cresceu 46% nesses últimos 13 anos e espera-se que 

supere 50% até 2015 (JAMES, 2009).   

Diante a crescente demanda mundial por alimentos, a agricultura 

moderna depara-se frente às mudanças climáticas geradas especialmente por 

aumento de temperatura, assim como, a busca por uma melhor qualidade de 

vida e uma alimentação mais saudável (VALLIYODAN & NGUYEN, 2006;, 

2008). Neste contexto, para os próximos anos, a biotecnologia agrícola trará 

impactos para a agricultura e para os consumidores, os quais deverão englobar 

aumento da produtividade, benefícios socioeconômicos, proteção da 

biodiversidade e desenvolvimento de produtos que permitam controlar as 
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perdas causadas pelas mudanças climáticas, assim como aumento de teor 

nutricional e características farmacêuticas e/ou industriais, cabendo nestes 

casos um controle, pela sociedade científica, das tecnologias adotadas 

(TAYLOR & HEFLE, 2001; ISAAA 2009).  

Entre as características que deverão ser introduzidas em cultivares, a 

tolerância a seca é vista como o traço de grande relevância a ser desenvolvido 

e liberado no mercado, nesta segunda década de comercialização de culturas 

GM (VALLIYODAN & NGUYEN, 2006; ISAAA, 2009). Diferentes instituições 

públicas e privadas têm concentrado esforços no desenvolvimento de cultivares 

que possam tolerar períodos prolongados de estiagem, visando aumentar a 

produção agrícola mundial em níveis que permitam alimentar uma população 

em constante crescimento. Como exemplo a parceria nomeada “Water Efficient 

Maize program for Africa” (WEMA) a qual é coordenada pela “African 

Agricultural Technology Foundation” (AATF), envolvendo a Monsanto (doadora 

da tecnologia livre de “royalties”) e o Centro Internacional de “Mejoramiento de 

Maíz y Trigo” (CYMMYT) pretende lançar até 2017 o primeiro milho “royalty-

free” tolerante a seca para o benefício de pequenos agricultores na África 

subsariana (WEMA, 2010).  

Embora as experiências já vivenciadas com a adoção de transgênicos 

mostrem que os avanços alcançados através da biotecnologia tenham um 

grande potencial para melhorar o bem-estar humano, esta tecnologia deve 

continuar a ser desenvolvida com medidas de segurança adequadas, no intuito 

de minimizar ou mesmo anular a possibilidade de um alimento não seguro 

chegar ao mercado (KUIPER et al., 2001; OECD, 2008). Para isso, diferentes 

instituições como “International Food Biotechnology Council” (IFBC), 
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“Organisation for Economic Cooperation and Development” (OECD), “Food and 

Agriculture Organisation of the United Nations” (FAO), “World Health 

Organisation” (WHO) e “International Life Science Institute” (ILSI), propõem 

estratégias para a avaliação de segurança de OGMs, antes, durante e depois 

de sua liberação, garantindo assim, a saúde do consumidor (OLIVEIRA & 

WATANABE, 2004). Neste sentido, há um consenso internacional no que diz 

respeito à avaliação da segurança alimentar destes novos produtos, estando 

também inserida a equivalência substancial (CODEX ALIMENTARUS, 2009), 

uma abordagem comparativa que permite a identificação de possíveis 

diferenças entre OGMs ou transgênico e seu análogo convencional. 

Dependendo do caso, testes adicionais relativos à toxicologia, alergenicidade, 

além da identificação e caracterização dos chamados efeitos não-intencionais 

são também realizados, visando assim, garantir com segurança a introdução 

de novas variedades no mercado (SOCIETY OF TOXICOLOGY, 2003).  

 

2.5. Ferramentas de Análises para o Estudo da Resposta ao Estresse em 
Plantas 

 
 

Avanços metodológicos têm revolucionado o caminho para o estudo e o 

conhecimento de respostas a diferentes estresses em plantas. As áreas de 

genômica, transcritoma e proteômica oferecem ferramentas que permitem 

elucidar os mecanismos moleculares subjacentes à resposta das plantas ao 

estresse no seu habitat natural sob diferentes níveis (CHAVES et al., 2003). Os 

genomas de plantas podem ser estudados, desde sua organização em nível 

estrutural, buscando seqüenciar e identificar regiões genômicas importantes, 
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até a identificação de genes em nível transcricional e protéico que estejam 

envolvidos nas respostas a diferentes estresses.  

Diversas técnicas vêm sendo desenvolvidas para permitir a análise total 

e/ou pontual da expressão gênica das espécies. Tecnologias como “Serial 

Analysis for Gene Expression” (SAGE), “Massively Parallel Signature 

Sequencing” (MPSS) e pirosequenciamento não requerem conhecimento 

prévio das seqüências dos transcritos e, dessa forma, é possível a identificação 

de transcritos desconhecidos (NIELSEN et al., 2003; TALLA et al., 2003). O 

que define uma arquitetura do tipo aberta para análise da expressão gênica. 

Em contrapartida, arquiteturas fechadas, como a maioria dos microarranjos de 

DNA, são baseadas na existência do conhecimento prévio dos genes, com 

sondas desenhadas para se ligarem a transcritos conhecidos (KUO et al., 

2002). 

 Quando níveis de expressão de um determinado gene são estudados, 

atualmente, a técnica de “RT-qPCR” é a mais precisa na quantificação. Além 

disso, esse método também oferece dados rápidos e reprodutíveis 

(HAYWARD-LESTER et al., 1995; GINZINGER, 2002). Os sinais de 

fluorescência são gerados por fluoróforos que são específicos para a fita dupla 

de DNA (dsDNA) ou por “primers” marcados por fluorescência em regiões 

específicas (KLEIN et al., 2002). O sinal é proporcional à quantidade de 

produto de “PCR” e o equipamento detecta o acúmulo do produto amplificado 

durante cada ciclo da reação (BUSTIN, 2002). Os dados são, então, medidos 

na fase exponencial da reação de “PCR” (HEID et al., 1996), sendo utilizado 

um gene constitutivo para normalização dos dados da reação.  
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Como visto, todas as tecnologias fornecem dados com diferentes 

utilizações e interpretações (MEYERS et al., 2004), entretanto,  nenhuma das 

tecnologias existentes suporta todas as necessidades experimentais. Para 

cada uma delas há vantagens e desvantagens (CLOSE et al., 2004), o que as 

tornam complementares e permitem  alcançar a validação necessária.  

Uma das principais limitações das ferramentas genômicas é que a 

alteração da expressão do gene não leva necessariamente a uma resposta 

funcional; modificações pós-transcricionais e/ou pós-traducionais podem 

impedir que um gene de resposta possa ser traduzido em uma proteína 

funcional. A análise de transcritoma usando diferentes tecnologias, como 

microarranjos e “RT-qPCR”, são ferramentas importantes para estudo de 

função gênica, por outro lado, a proteômica fornece uma avaliação direta das 

proteínas expressas e, portanto, da relação funcional dos genes relacionados a 

um processo específico.  

Para avaliar os efeitos do estresse sobre o proteoma, os pesquisadores 

têm utilizado tradicionalmente eletroforese bidimensional em gel de 

poliacrilamida (2D-PAGE) para separar as proteínas de acordo com seu ponto 

isoelétrico (primeira dimensão) e peso molecular (segunda dimensão) (XU et 

al., 2006). Uma desvantagem dessa técnica é a sua baixa reprodutibilidade e a 

grande diversidade de proteínas, o que requer várias etapas de extração de 

separação. Entretanto, essas deficiências têm incentivado o desenvolvimento 

de novas técnicas para responder à exigência de análise de alto rendimento 

em proteômica, especialmente frente à era pós-genômica.   

Recentes avanços têm permitido uma análise mais quantitativa, 

reprodutível, aliada a identificação de um maior número de proteínas. Análises 
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espectrométricas por meio de técnicas de ionização do tipo “Matrix-Assistited 

Lase Desorption/Ionization” (MALDI) ou “Electrospray Ionization” (ESI) são 

atualmente mais recomendáveis para o estudo de compostos não voláteis e 

termolábeis, como peptídeos e proteínas (GLISH & VACHET, 2003). Ambas as 

técnicas, normalmente associadas ao analisador “Time-of-flight” (TOF) e as 

técnicas iniciais de preparo de amostras, podem fornecer a massa de um 

grande conjunto de peptídeos em tempo curto, e com alta acurácia 

(JOHNSSON, 2001). 

 Todos esses avanços tecnológicos, assim como, o seqüenciamento 

completo de alguns organismos tem contribuído como uma ferramenta 

importante na identificação de genes. O recente progresso nos estudos dos 

genomas estruturais e funcionais e estudos de metaboloma têm levado a 

descoberta de genes em muitas espécies (PANDEY & MANN, 2000). A 

principal questão agora é determinar quais desses genes de resposta a 

estresse são importantes para a tolerância aos diferentes tipos de estresses 

existentes (ABBOTT, 1999; KAWASAKI et al.,2001). 
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3. OBJETIVOS 
 
 
3.1. Objetivo Geral 
 

 Avaliação preliminar de biossegurança alimentar da proteína AtDREB1A 

e obtenção de soja geneticamente modificada com a construção  

RD29A:AtDREB1A para tolerância a seca, assim como, identificação de 

proteínas de soja diferencialmente expressas em resposta ao déficit 

hídrico.  

 
3.2. Objetivos Específicos 
 

 Análise in silico de similaridade entre a seqüência de aminoácidos da 

proteína AtDREB1A com seqüências de proteínas antinutricionais, 

tóxicas e/ou alergênicas e busca por sítios de N-glicosilação. 

 

 Produção da proteína recombinante AtDREB1A através de sistema 

heterólogo para investigação de potencial atividade hemolítica contra 

eritrócitos humanos em ensaios de hemólise. 

 

 Desenvolvimento de soja geneticamente modificada com a construção 

RD29A:AtDREB1A/CBF3 para tolerância a seca. 

 

 Análise da indução do promotor RD29A e expressão do fator de 

transcrição AtDREB1A para a ativação de genes de soja em resposta ao 

déficit hídrico. 

 

 Caracterização fisiológica, morfológica e agronômica de plantas 

geneticamente modificadas, para avaliação de aumento de tolerância a 

seca.  

 Análise comparativa do perfil protéico de plantas de soja P58 GM e 

BR16 não GM submetidas ao déficit hídrico, visando identificar proteínas 

de soja diferencialmente expressas em resposta a seca. 



 

45

4. Formato e Organização da Tese   
 

Esta tese é composta por três capítulos, cada qual com Justificativa, 

Materiais e Métodos, Resultados e Discussão e Bibliografia. Ao final da tese, 

são apresentadas as Considerações Finais, Referências Bibliográficas da 

Revisão de Literatura e Anexos. 

 

 

Capítulo 1. Avaliação preliminar de biossegurança alimentar da proteína 

recombinante DREB1A/CBF3 de Arabdopsis thaliana. 

 

 

Capítulo 2. Improving Drought Stress Tolerance in Soybean by Introgression of 

the RD29A: AtDREB1A/CBF3 construct. 

 

 

Capítulo 3. Análise proteômica de soja GM (geneticamente modificada) e não 

GM submetidas a déficit hídrico.  
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Capítulo 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliação preliminar de biossegurança alimentar da proteína recombinante 

DREB1A/CBF3 de Arabidopsis thaliana 
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RESUMO 

A proteína DREB1A/CBF3 de Arabidopsis thaliana é um fator de transcrição que 

interage com uma seqüência regulatória específica A/GCCGAC nomeada DRE, 

presente na região promotora de genes envolvidos em resposta a estresses 

ambientais. Diversos trabalhos demonstram que a expressão da proteína 

AtDREB1A regulada por um promotor estresse induzido (RD29A) em plantas 

transgênicas, promove aumento a tolerância à seca, uma estratégia promissora 

para o melhoramento de culturas agronomicamente importantes. Entretanto, para 

a introdução de uma nova característica em diferentes espécies, a avaliação de 

segurança da proteína expressa é uma etapa inicial no desenvolvimento de 

produtos agrícolas geneticamente modificados, conforme documentado por 

órgãos como a FAO/WHO e ILSI. Com base nessas recomendações, neste 

trabalho a avaliação in silico da proteína AtDREB1A mostrou que a proteína não 

possui características de toxicidade, alergenicidade ou efeito antinutricional. Sítios 

de N-glicosilação também não foram identificados, assim como, efeitos de 

hemólise em eritrócitos de humanos atestados com a proteína AtDREB1A 

produzida in vitro em uma concentração de 100µg/mL. Em uma avaliação mais 

refinada análises de microscopia de força atômica não mostraram alterações na 

superfície de eritrócitos de humanos quando em contato com a proteína. Em 

conjunto, esses estudos e o amplo conhecimento sobre a função biológica e 

modo de ação da proteína AtDREB1A, integram a etapa preliminar da avaliação 

de segurança de proteínas recombinantes, indicando que a proteína AtDREB1A 

não causa efeitos adversos nas condições atestadas. 
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1. INTRODUÇÃO 

A avaliação de segurança de novas proteínas expressas é uma importante 

etapa na avaliação de segurança de culturas geneticamente modificadas (GM) a 

fim de prevenir a introdução de proteínas alergênicas ou com outras funções 

adversas já conhecidas (HILEMAN et al., 2002; CODEX ALIMENTARIUS 

COMISSION, 2009). Apesar do retrospecto de biossegurança alimentar favorável 

quanto à utilização de proteínas heterólogas para obtenção de culturas GM, nem 

todas as proteínas intencionadas para a transformação de plantas são 

componentes de alimentos ou fazem parte da dieta de humanos ou animais, o 

que torna necessária essa etapa inicial de investigação.  

Para que se minimizem as dúvidas sobre o potencial efeito de reação 

cruzada da proteína em questão com outras proteínas indesejadas, um processo 

de avaliação preciso e coerente deve ser formado (FAO/WHO, 2001). Neste 

contexto, o Comitê Internacional de Biotecnologida de Alimentos (ILSI) 

desenvolveu uma abordagem científica para a avaliação de novas proteínas 

expressas levando em consideração a totalidade dos dados de maneira holística. 

A abordagem recomenda uma avaliação em duas etapas que contemplam 

diferentes análises e sugere que o valor preditivo a cada evidência obtida deve 

ser bem compreendido a fim de dar a certos dados maior relevância do que a 

outros durante a avaliação, acrescentando uma maior confiança a avaliação 

completa (DELANEY et al., 2008).  Em síntese, o valor de predição de dados 

individuais pode não ser claramente definido, mas ensaios ou métodos adicionais 

continuarão a melhorar seu valor preditivo. 
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As etapas propostas incluem a identificação do perigo potencial da proteína 

na etapa I e a caracterização do perigo na etapa II, a qual é conduzida quando os 

resultados da primeira etapa não são suficientes para a determinação de 

segurança, podendo estar inclusos estudos de toxicidade aguda (CODEX 

ALIMENTARUS, 2009).  Situações na qual a proteína investigada possua um 

histórico de uso seguro, como proteínas de tolerância a seca, o conhecimento 

obtido apenas na etapa I (histórico de uso seguro, análises de bioinformática, 

modo de ação, digestibilidade in vitro, estabilidade térmica, níveis de expressão e 

ingestão dietética) pode ser suficiente para gerar informações acerca de sua 

segurança para expressão em culturas de interesse agrícola e, conseqüente, 

utilização para alimentação humana e/ou animal (EFSA, 2006; DELANEY et al., 

2008). 

O fator de transcrição DREB1A/CBF3 é uma proteína que se liga a um 

promotor específico induzido por estresse abiótico, contendo 216 aminoácidos, 

massa molecular de 24,2 kDa e membro de uma família que possui o domínio 

ERF/AP2 altamente conservado em plantas (YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al., 

2002; HAO et al., 2002). Desde o isolamento de sua seqüência (LIU et al., 1998; 

GILMOUR et al., 1998), diversos trabalhos tem demonstrado seu modo de ação 

durante estresse abióticos (MARUYAMA et al., 2009), assim como sua estrutura, 

filogenia (SAKUMA et al., 2002, SANGTAE et al., 2006), e genes que estão 

envolvidos em sua rota metabólica (MARUYAMA et al., 2004; YAMAGUCHI-

SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2009). Da mesma forma, o organismo de sua origem 

Arabdopsis thaliana possui amplo histórico de estudos (THEOLOGIS et al., 2000; 

SWARBRECK et al., 2008), sendo um modelo científico em plantas, o que 
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garante que a proteína DREB1A não levanta preocupações em relação a uma 

fonte com histórico de toxicidade (MEINKE et al., 1998).  

A efetividade da proteína DREB1A em promover tolerância a estresses 

como seca, salinidade e frio tem sido alcançada em espécies como trigo 

(PELLEGRINESCHI et al., 2002), batata (BEHNAM et al., 2007) o que desperta 

um grande interesse sobre um potencial benefício ao programa de melhoramento 

na busca por cultivares comercias mais tolerantes a esses estresses. Neste 

contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a biossegurança alimentar da 

proteína DREB1A/CBF3 de A. thaliana a partir da execução das análises in silico 

da primeira etapa de avaliação de segurança de proteínas recombinantes, 

seguindo as recomendações da ILSI (DELANEY et al., 2008) e do CODEX 

ALIMENTARIUS (2009), assim como seu  potencial hemolítico. As análises de 

bioinformática foram conduzidas para avaliar a similaridade entre a seqüência de 

aminoácidos da proteína AtDREB1A com seqüências de proteínas 

antinutricionais, tóxicas e/ou alergênicas e a presença de sítios de  sítios de N-

glicosilação. Utilizando um sistema heterólogo, a proteína AtDREB1A foi 

produzida in vitro para a investigação de potencial atividade hemolítica contra 

eritrócitos humanos a partir de ensaio espectrofotométrico, baseado na liberação 

de hemoglobina.  A fim de visualizar danos menores aos eritrócitos após 

tratamento com a proteína AtDREB1A, análises de microscopia de força atômica 

foram conduzidas para avaliar a integridade da membrana a partir da captação de 

dados referente a sua topografia de superfície.  
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2.2. Expressão e Purificação da Proteína DREB1A em E. coli 

A construção PET101/DREB1A foi utilizada para transformar células de 

Escherichia coli linhagem BL21 Star™(DE3) de acordo com as instruções do 

fabricante. Uma colônia de bactéria contendo a construção foi cultivada em 5 mL 

de meio de cultura LB (Luria-Bertani) contendo ampicilina 100g/mL à 37 °C, 

durante 16 horas de agitação (200 rpm).  

O pré-inóculo foi adicionado a 2 L de meio de cultura LB, contendo 

ampicilina 100g/mL e após atingir a OD600 de 0,8 a expressão foi induzida pela 

adição de 0,5mM de IPTG durante 6 horas à 37 °C sob agitação (200 rpm), sendo 

que uma alíquota da cultura de células não induzida foi coletada e armazenada 

para posterior análise. Ao final as células foram coletadas por centrifugação (3000 

x g, 10 min) e o sedimento foi solubilizado e incubado por 16 horas à 4 °C em 

25mL de tampão de lise (50mM de Tampão Fosfato pH 7,8; 300mM NaCl, 10% 

Glicerol, 0,5% Triton X-100 contendo 10mg/mL de Lisozima), seguido de 

sonicação (3 pulsos de 1 minuto/cada) e centrifugação para a coleta do 

sobrenadante (3000 g x 15 min).   

Para purificação da proteína DREB1A o sobrenadante lisado foi submetido 

à cromatografia de afinidade, utilizando-se 5mL da resina Ni-NTA (Ácido 

Nitrilotriacético-Níquel – QUIAGEN) em cromatografia de fluxo segundo 

orientações do fabricante. As frações eluídas foram dialisadas contra água, 

liofilizadas e quantificadas pelo método de BRADFORD (1976) para análise em 

gel 12% SDS-PAGE.  
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2.3. Análise da Proteína em Gel de Poliacrilamida  

Para a análise da expressão da proteína DREB, 25µg de cada amostra 

(proteína não induzida, induzida após 6 horas e purificada) foram submetidas à 

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), conforme 

procedimento descrito por LAEMMLI, (1970) e visualizadas por coloração com 

“Coomassie Brilliant Blue R-250”.  

 

2.4. Imunodetecção – Western blot 

Para a imunodetecção por Western blot, 25µg da proteína DREB1A 

semipurificada foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose 

HYBOND™-C EXTRA utilizando o equipamento TRANS-BLOT® SD SEMI-DRY 

TRANSFER CELL (BIO-RAD®) e tampão de transferência (192mM de Glicina; 25 

mM de Tris-Base; 20% de Metanol). Após, a membrana foi bloqueada com solução 

de BSA 3% contendo 20mM de Tris HCl; pH 7,5; 150mM de NaCl, seguida de 

rápida lavagem com TBS-T (TBS contendo 0,05% de TWEEN 20) e incubação com 

o anticorpo Anti-HIS conjugado com a fosfatase alcalina (1:2000 em TBS) durante 2 

horas em temperatura ambiente. Ao final, a membrana foi lavada novamente com 

TBS-T e revelada com o uso do Kit AP Conjugate Substrate® (BIO RAD), seguindo 

os procedimentos descritos pelo fabricante.   
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2.5. Análise de Similaridade com Seqüências de Aminoácidos de Proteínas 

Antinutricionais, Tóxicas e/ou Alergênicas e Busca Por Sítios de N-

glicosilação  

 

2.5.1. Comparação da Seqüência de Aminoácidos da Proteína DREB1A com 

Antinutrientes, Toxinas e/ou Alérgenos 

Uma busca de similaridade entre proteína DREB1A com antinutrientes, 

toxinas e/ou alérgenos conhecidos foi conduzida in silico. A seqüência completa de 

aminoácidos da proteína DREB1A foi comparada com todas as seqüências 

presentes em seis grandes bancos de dados públicos presentes no NCBI (NR, 

Refseq_Protein, SwissProt, Pat, PDB e Env_nr), assim como Uniprot-Swissprot, 

Uniprot-trEMBL e DDBJ – DAD. Para uma análise do potencial antinutricional, 

tóxico e/ou alergênico, consideraram-se alinhamentos com mais de 35% de 

similaridade (FAO/ WHO, 2001).  

Utilizando os critérios estabelecidos pela FAO/WHO (2001) uma predição de 

alergenicidade também foi conduzida acessando os bancos de dados 

AllergenOnline, SDAP - Structural Database of Allergenic Proteins e Allergen 

Database for Food Safety. Os critérios estabelecem que uma similaridade entre a 

nova proteína expressa e uma proteína alergênica conhecida, deve ser 

considerada quando: 1) há mais de 35% de identidade entre a seqüência de 

aminoácidos da proteína expressa usando uma janela de leitura de 80 aminoácidos 

ou, 2) identidade de 6 ou 8 aminoácidos contíguos. Em todas as buscas, o 
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algoritmo de comparação utilizado foi o BLASTP, que é mantido pelo centro 

nacional para a informação da biotecnologia (ALTSCHUL et al., 1997).  

 

2.5.2. Busca por Sítios de N-glicosilação 

A sequência completa da proteína DREB1A foi avaliada quanto a presença 

de sítios de N-glicosilação utilizando o programa NetNGlyc 1.0 Server. 

 

2.6. Ensaio de Atividade Hemolítica 

A atividade hemolítica da proteína DREB1A semipurificada (10% de 

pureza) foi investigada segundo a metodologia descrita por BERNHEIMER (1988) 

e MERKER & LEVINE (1986), com algumas modificações. Suspensão de 

eritrócitos a 1 % e sangue total humano foram diluídas em proporção de 1:10 (p/v) 

em NaCl 0,9 %, contendo várias diluições da proteína liofilizada, de 1mg até 

1:1024, o equivalente a 1000, 500, 250, 125, 62,5 , 31,25 , 15,6 , 7,8 e 3,9 µg/ml. 

Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37 °C durante 1 h. O grau de 

hemólise foi calculado pela liberação de hemoglobina, medida por absorbância a 

540 nm, após centrifugação a 1000 x g por 5 min. A lise completa (100 %) foi 

obtida por diluição de 100 µl da suspensão de células 1% ou do sangue total em 

900 µl de água destilada, utilizando-se ainda um controle negativo com a mesma 

proporção de células em solução salina. Uma unidade hemolítica foi definida 

como a concentração de proteína capaz de produzir 50 % de hemólise em 
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suspensão de células a 1% ou sangue total durante 1 h. A porcentagem de 

hemólise foi determinada pela seguinte equação:  

                     (%) Hemólise =       Abs - Abs0         x 100  

                                                  Abs100 - Abs0          

 

Sendo, Abs, Abs0 e Abs100 os valores de absorbância das amostras teste, 

amostra tratada com solução salina e amostra tratada com água, 

respectivamente.  

 

2.7. Microscopia de Força Atômica 

2.7.1. Amostra de Sangue 

Amostra de sangue humano (tipo O) foi coletada da veia periférica do braço 

de um voluntário jovem (28 anos), do sexo masculino e saudável. O sangue foi 

armazenado em tubo Vacutainer® (Shandong, China), contendo o anticoagulante 

heparina sódica. Os tratamentos consistiram de 1 tubo contendo 1ml sangue 

incubado com 1mg da proteína DREB1A liofilizada (10% de pureza), 1 tubo 

contendo 1ml de sangue sem a proteína (controle negativo) e 1 tubo contendo 

900µl de sangue e 100µl de água (controle positivo). Os tubos foram incubados 

estufa a 37 °C durante 1 hora. Em seguida, 1µl de cada amostra foi espalhada 

sobre lamínulas de vidro circular (10 mm), seca em ar ambiente durante 5 min e 

fixadas com 20 µl de metanol por mais 5 min.  
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2.7.2 Análise de Microscopia de Força Atômica 

A microscopia de força atômica foi realizada em ar sobre filmes de sangue 

utilizando o equipamento SPM-9600 (Shimadzu, Japan). As imagens foram obtidas 

em modo contato de força constante utilizando “cantilevers” de 200µm em forma de 

V (constante de mola própria de »0.15 N/m e frequência de ressonância de »24 

kHz), com ponteira piramidal integrada (raio de curvatura < 20nm).  O movimento 

do escâner foi de 125µm nas direções XY e 7µm na direção Z. Todas as imagens 

foram adquiridas como 512X512 píxel em uma taxa de escaneamento de 1HZ.  As 

imagens obtidas foram processadas pelo programa “Particle Analysis SPM-9600”.  

O processamento consistiu em um nivelamento plano automático Wt de superfície. 

Cem células individuais de cada tratamento foram manualmente segmentadas 

utilizando a função do “software” análise de marcação seguida pelas medições das 

células.          

     

2.8.3. Análise de Dados 

Os parâmetros processados pelo programa “Particle Analysis SPM-9600” 

(Shimadzu, Japan) foram submetidos à análise de estatística “One-way” ANOVA 

utilizando o programa “PAlaeontological Statistics – PAST” (ver. 2.01), sendo as 

médias comparadas pelo teste de Tukey (p≥ 0,05).  
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3.2. Similaridade com Seqüências de Aminoácidos de Proteínas 

Antinutricionais, Tóxicas e/ou Alergênicas e Sítios de N-glicosilação  

A análise in silico utilizando os bancos do NCBI, Uniprot-Swissprot, Uniprot-

trEMBL e DDBJ - DAD mostrou que não há qualquer similaridade entre a seqüência 

completa da proteína DREB1A e seqüências de aminoácidos de proteínas 

antinutricionais, tóxicas e/ou alergênicas conhecidas (Tabela 1).  

 A proteína DREB1A mostrou-se similar apenas a proteínas de plantas que 

apresentam o domínio AP2, com exceção no banco PDB (Protein Data Bank) o 

qual também evidenciou < 25% de similaridade e < 6aa contíguos à seqüência da 

cadeia A da proteína carioferina de humanos “Beta2TRANSPORTIN”, acesso 

NCBI: 2 QMR_A.  

Embora essa análise não ultrapasse os critérios estabelecidos pela 

FAO/WHO, a proteína “Beta2TRANSPORTIN” também foi avaliada quanto a sua 

estrutura tridimensional e os resultados mostraram que os resíduos similares à 

proteína DREB1A não formam um domínio, mantendo-se distantes mesmo em sua 

estrutura quaternária (Figura 3).  
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Tabela 1. Análise comparativa dos resultados de similaridade entre a proteína DREB1A e 

seqüências de aminoácidos de proteínas antinutricionais, tóxicas e/ou alergênicas, 

disponíveis em diferentes bancos de dados. * 

 

 

*1. Em todos os bancos as análises de similaridades foram conduzidas utilizando-se a seqüência 
completa da proteína DREB1A; 2. Em quatro diferentes bancos a análise de similaridade foi 
realizada utilizando uma janela de leitura de 80 aa; 3, 4 e 5. Indicam os bancos de dados nos quais 
a proteína DREB1A apresentou homologia com o domínio AP2 e foi similar a plantas e/ou outras 
espécies; 6, 7 e 8. Indicam os bancos de dados onde a proteína DREB1A apresentou similaridade 
>35% e 6 ou 8aa contíguos. 
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A busca por similaridade no banco Env-nr (Environmental samples) 

também revelou que proteína DREB1A possui identidade >35% com seqüências 

de proteínas de metagenoma marinho (YOOSEPH et al., 2007), entretanto, este 

alinhamento, apresentou um E-value não significativo, restringindo-se apenas ao  

domínio AP2. Esta similaridade pode ser relacionada com o modelo proposto por 

MAGNANI et al. (2004).  O modelo atribui a origem evolutiva do domínio AP2, a 

uma endonuclease HNH que carrega o domínio AP2 e sua provável 

movimentação horizontal em plantas através de endossimbiose por 

cianobactérias, infecções virais, ou outros eventos laterais de transferência, 

levando a formação desta família gênica em plantas. 

A predição de alergenicidade conduzida nos bancos de dados 

AllergenOnline, SDAP e Allergen Database for Food Safety,  mostrou que não há 

identidade entre a proteína AtDREB1A e qualquer proteína alergênica conhecida 

utilizando o critério da FAO/WHO  >35% de identidade e uma janela de leitura de 

80 aminoácidos (Figura 4). 
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3.3. Ensaio de Atividade Hemolítica  

A investigação da atividade hemolítica da proteína DREB1A mostrou que a 

concentração capaz de causar 50% de hemólise dos eritrócitos é maior que 

100µg/ml. Como mostrado na Tabela 2 às porcentagens ficaram próximas ao 

controle negativo (< 0,2%), não causando hemólise nas diferentes concentrações 

testadas em eritrócitos humanos.  

 

Tabela 2. Atividade hemolítica da proteína DREB1A em diferentes concentrações. A concentração 

é dada em relação a 10% de pureza da proteína DREB1A presente no produto de 

semipurificação.*   

 

 

Diluições 

(v:v) 

 

Concentração 

(µg/mL) 

 

Sangue Total 

(% hemólise) 

 

Sangue 1% 

(% hemólise) 

* Controle - 0 0 0 

    1:1 100 0,09 0,07 

    1:2 50 0,12 0, 20 

    1:4 25 0,15 0,01 

    1:8 12,5 0,11 0 

  1:16 6,25 0 0,10 

  1:32 3,12 0,05 0,02 

  1:64 1,56 0,04 0,13 

 1:128  0,78 0,08 0,01 

 1:256  0,39 0,08 0,04 

*Controle +   H2O 100 100 

 

*Controle negativo: Suspensão de células 1% ou sangue total diluídos em solução salina.      
*Controle positivo: Suspensão de células 1% ou sangue total diluídos em água destilada. 
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3.4. Microscopia de Força Atômica 

A visualização e mensuração de vários parâmetros da superfície celular de 

eritrócitos humanos por microscopia de força atômica, em resposta a interação 

com a proteína DREB1A confirmaram que a proteína não causou danos às 

células em uma concentração de 100ug/mL nas condições experimentais 

aplicadas (Figura 9). Os parâmetros selecionados para a avaliação topográfica da 

superfície celular mostraram que na presença da proteína DREB1A os eritrócitos 

permaneceram inalterados quando comparados ao controle negativo, mantendo 

sua forma discóide e bicôncava (Figura 10).  Já as células do controle positivo 

apresentaram deformações na superfície celular e medidas alteradas e superiores 

em todas as avaliações, indicando aumento da pressão osmótica intracelular na 

presença de meio hipotônico.  
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4. DISCUSSÃO 

A mais de uma década alimentos derivados da biotecnologia estão 

presentes no mercado (ISAAA, 2009) mostrando-se seguros a saúde humana de 

acordo com as regulamentações propostas pelo CODEX ALIMENTARUS (2009). 

Características de resistência a insetos e a herbicidas já foram introduzidas com 

sucesso em cultivares de interesse agrícola, porém, devido à demanda crescente 

por alimentos e os impactos gerados pelas mudanças climáticas, novas 

características são desejadas para a aplicação em programas de melhoramento, 

como proteínas envolvidas em resposta a estresses ambientais. Um grande 

interesse tem-se voltado ao fator de transcrição DREB1A, frente os resultados de 

tolerância a seca apresentado por diferentes espécies transgênicas, entretanto, 

para a introdução desta proteína em cultivares comerciais, faz-se necessário a 

obtenção de evidências que minimizem as dúvidas quanto ao seu potencial 

alergênico.  

O amplo conhecimento sobre a função e o modo de ação da proteína 

DREB1A/CBF3 de A. thaliana permitiu uma avaliação consistente em torno de 

sua segurança conforme recomendado pela FAO/WHO. Seu domínio altamente 

conservado presente em diferentes espécies vegetais (KIZIS et al., 2001; HAO et 

al., 2002; ANDEANI et al., 2009) garante que sua ligação seja específica ao 

elemento de regulação cis-atuante (DRE) presente na região promotora de genes 

em resposta a estresses ambientais. A análise estrutural do domínio ERF/AP2 

(ALLEN et al., 1998) mostra que uma valina presente na décima quarta posição 

(SAKUMA et al., 2002), é o resíduo de aminoácido fundamental para a ligação da 

proteína AtDREB1A a seqüência core A/GCCGAC (SAKUMA et al., 2006; 
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MARUYAMA et al., 2009). O alto grau de conservação deste domínio, também 

permitiu que seqüências homólogas a esta proteína fossem isoladas em diversas 

espécies agroalimentares como, cevada (CHOI et al.; 2002), arroz (DUBOUZET et 

al., 2003), tomate (ZHANG et al., 2004), milho (QIN et al., 2004), soja (LI et al., 

2005), uva (XIAO et al., 2006) e trigo (BADAWI et al., 2007), e o  histórico de 

consumo desses alimentos não apresenta relatos de alergenicidade relacionados 

a proteínas que possuem o domínio AP2 (CHARDIN et al., 2003). 

Uma importante evidência in silico é que a proteína DREB1A de A. thaliana 

não possui similaridade com seqüências de aminoácidos de proteínas 

antinutricionais, tóxicas e/ou alergênicas.  A busca por epítopos lineares utilizando 

oito aminoácidos contíguos também mostrou que não há similaridade entre a 

proteína AtDREB1A e alérgenos conhecidos. Em adição, sítios de N-glicosilação 

não foram identificados, uma característica relevante, desde que a presença de 

N-glicanas em proteínas alergênicas tem sido relatada como determinante para a 

ligação de IgEs durante o processo de resposta alérgica imediata ou 

hipersensibilidade do tipo I (ALTMANN, 2007).  

Quanto a similaridade entre a proteína DREB1A e Ole e 9, a redução da 

busca por epítopos para 6 aminoácidos, não apresentou um resultado 

biologicamente significativo,  sendo apenas um falso positivo. De acordo com 

HILEMAN et al. (2002) este critério pode levar a uma superestimação de potencial 

alergênico devido à alta taxa de similaridade e rejeição de proteínas benéficas 

não alergênicas. Em seu trabalho, utilizando seis seqüências de endotoxinas de 

Bacillus thuringiensis (inseticidas), três seqüências de proteínas alimentares não 

alergênicas e 50 proteínas de milho selecionadas aleatoriamente, a busca por 
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epítopos utilizando 6 aminoácidos contíguos mostrou que este critério não 

estabelece uma margem de segurança para a predição de alergenicidade. O 

Codex Alimentarus (2004), recomenda que o tamanho da seqüência para a busca 

de epítopos lineares deve ser baseado em um argumento científico justificável a 

fim de minimizar o potencial para resultados falso negativo ou falso positivo, de 

forma que os procedimentos de avaliação produzam resultados biologicamente 

significativos.  

Outro aspecto relevante na abordagem de segurança de novas proteínas 

candidatas é a avaliação de seu potencial efeito tóxico (EFSA, 2006; DELANEY et 

al., 2008; CODEX ALIMENTARUS, 2009). Um método simples amplamente 

empregado para a avaliação da interação membranas - proteínas citotóxicas é o 

teste de hemólise. A liberação de hemoglobina por materiais ou substâncias 

desconhecidas possibilita quantificar os danos causados a membrana dos 

eritrócitos, uma das primeiras células do sistema sanguíneo a entrarem em 

contato com materiais ou substâncias exógenas (SATO et al., 1993; WANG et al., 

2010).   

A investigação de atividade hemolítica da proteína DREB1A produzida in 

vitro contra células de sangue humano mostrou que não há presença desta 

propriedade em nenhum nível, principalmente em comparação a outras proteínas 

hemolíticas descritas na literatura (SINGH & KAUR, 2008). O ensaio de hemólise 

convencional, mostrado na Tabela 2, revela que a proteína DREB1A na 

concentração de 100µg/mL não possui efeito hematológico, visto que a 

concentração de proteína utilizada é altamente superior as concentrações de 

proteínas transgênicas expressas em plantas GM, as quais variam em torno de 
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nanogramas de acordo com o tecido vegetal analisado (HARPER & STEWART, 

2002; BAKHSH et al., 2009).  

Em uma etapa adicional, a análise de microscopia de força atômica 

também foi aplicada na avaliação da hemólise e morfologia dos eritrócitos 

tratados com a proteína AtDREB1A.  Os resultados de MFA não só confirmaram 

que AtDREB1A não possui atividade hemolítica, como indicado pela análise 

convencional, mas forneceu uma avaliação refinada da integridade morfológica 

dos eritrócitos após a exposição a proteína, sugerindo que a proteína AtDREB1A 

não associa-se a membrana dos eritrócitos de forma a danificar funções da célula 

ou sua arquitetura geral. Além de não requerer muito processamento e 

quantidade de amostra, o procedimento de MFA tem sido incluído como uma 

etapa mais refinada no controle dos métodos convencionais e na obtenção de 

dados mais precisos sobre as propriedades físicas básicas e a topografia de 

eritrócitos humanos, assim como em células cancerígenas (HEKELE et al., 2008; 

WANG et al., 2010).   

Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que não há um risco associado 

ao consumo da proteína AtDREB1A. Em uma abordagem de avaliação com foco 

na primeira etapa de acordo com o proposto pela ILSI, conclui-se que a proteína 

AtDREB1A não possui qualquer característica associada a proteínas 

antinutricionais, tóxicas ou alergênicas. A ausência de atividade hemolítica em 

eritrócitos humanos contribui para atestar seu modo de ação promotor-específico 

e isenta seu potencial efeito de citotóxico.  
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Para uma avaliação completa, análises de digestibilidade in vitro, 

estabilidade térmica e a extremos de pH também serão conduzidas aumentando 

ainda mais a relevância desses resultados e determinando assim sua segurança. 

O conhecimento obtido apenas na primeira etapa normalmente promove 

informações suficientes para determinar se proteínas como as de tolerância a 

seca, seriam ou não prováveis fontes de efeitos adversos. Conseqüentemente, 

estudos realizados na segunda etapa não seriam necessários para confirmar sua 

segurança. 
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Abstract  

Background: Drought is one of the most serious abiotic stresses, resulting in 

substantial yield losses. Biotechnological tools provide the possibility of improving 

drought tolerance. Genetic engineering using the Arabidopsis thaliana transcription 

factor DREB1A/CBF3 controlled by the Arabidopsis stress-inducible promoter RD29A 

has been shown to improve drought tolerance in several species. 

Results: We introduced the constructs RD29A:AtDREB1A or RD29A:GUS into 

soybean to determine if this strategy has the potential to improve drought tolerance. 

Twenty positive lines were obtained by bioballistic transformation, and transgene’s 

stability of inheritance was confirmed. Histochemical and expression analyses 

confirmed induction of the RD29A promoter under dehydration conditions and showed 

that the AtDREB1 gene was up-regulated. The expression levels of two soybean genes 

activated by DREB1A, GmPip1 and GmGols, were analyzed by qPCR, and their 

regulation by the AtDREB1A protein in soybean was confirmed. On average, 

physiological parameters were superior in the transgenic lines compared to the isoline 

(BR16). Also, no significant anatomical differences were observed between transgenic 

and wild-type plants. 

Conclusions: The combination of A. thaliana DREB1A transcription factor and the 

RD29A promoter was useful for maintaining physiological parameters such as net 

photosynthesis and photosynthetic efficiency at superior levels when compared to non-

transformed plants. Thus, genetically modified (GM) plants were able to tolerate 

drought longer. Although field experiments should be conducted to check the impact of 

these responses on yield, there is a good indication that the strategy can improve 

drought tolerance in soybean. 
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Background  
 

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] production plays a key role in the world 

economy. However, billions of dollars are lost yearly due to abiotic and biotic stresses 

on this crop. Among these, drought is one of the most serious causes of a yield loss. For 

example, during the 2003–2004 soybean crop seasons, the southern states of Brazil, 

which are responsible for 40% of national production, lost more than 20% of their 

production due to water deficits [1, 2]. Likewise, in the USA, the world’s largest 

soybean producer, drought conditions in 2007 caused direct losses of US$787.2 million 

and indirect losses to agribusiness estimated at US $1.3 billion [3]. Among the 

strategies used to reduce yield losses, biotechnological methods, including genetic 

engineering, have been shown to be powerful tool that may lead to new approaches for 

improving crop tolerance to environmental stresses [4-8]. 

Plant responses to drought are regulated by a complex of genes that generate a 

variety of tolerance mechanisms [9, 10]. The complexity of the response makes it 

difficult to use classic breeding methods to develop tolerant varieties. An alternative 

strategy might be to use genetic engineering to modulate the expression of transcription 

factors involved in the regulation of several genes related to defenses against abiotic 

stress [5, 11]. Stress-inducible transcription factors are involved in ABA-dependent and 

independent regulatory mechanisms [12]. A cis-acting dehydration-responsive element 

(DRE) isolated from Arabidopsis is involved in ABA-independent gene expression 

under drought, low-temperature, and saline conditions [13-16]. DRE-binding proteins, 

such as DREB1A/CBF3 and DREB2A (DREB: dehydration-responsive element-

binding protein; CBF: C-repeat-binding factor), are transcription factors that function in 
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stress-responsive gene expression [17,18]. Transgenic Arabidopsis plants 

overexpressing DREB1A/CBF3 or DREB1B/CBF1 under control of the cauliflower 

mosaic virus (CaMV) 35S promoter have shown strong tolerances to drought, high 

salinity, and freezing [17, 19, 20]. However, overexpression of DREB1/CBF also causes 

severe growth retardation under optimal growth conditions. To overcome the negative 

impacts on growth and development, the stress-inducible RD29A promoter, instead of 

the strong constitutive CaMV 35S promoter, has been used to control expression of 

DREB1A [20]. The stress-inducible overexpression of DREB1A delays plant death 

following withdrawal of irrigation in transgenic wheat [21], while the same strategy 

improves tolerance to salinity and low-temperature stresses in groundnut, potato and 

tobacco [4, 8, 22, 23]. (GM) plants over-expressing DREB1 orthologs from rice and 

maize have also shown improved tolerance to drought, high-salt and low-temperature 

stresses [6, 7, 24]. The efficiency of stress-inducible over-expression has been 

demonstrated using the other stress-responsive promoters in conjunct with other 

transcription factors to improve abiotic stress tolerance in transgenic A. thaliana and 

rice [25, 26]. 

In this work, we introduced a construct that comprised the Arabidopsis DREB1A 

gene fused to the Arabidopsis stress-inducible RD29A promoter (RD29A:AtDREB1A) 

into soybean. We demonstrate that both the stress-inducible RD29A promoter and the 

DREB1A protein enhance water deficit tolerance in soybean. 
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Table 1 - PCR primers. Sequences and localization of primers used to identify 

DREB1A- and GUS-positive plants 

Primers Sequence 5’3 
Localization of 

primer on Figure 
01 

Amplicon 
size 

29AP5H-F 
GGG AAG CTT GCC ATA GAT 
GCA ATT CAA TCA AAC T 

primer a, a-1 
1.67 kb 

(DREB1A)
2.85kb 
(GUS) 

NosTProx-R 
GTT TGA ACG ATC GGG GAA 
AT 

primer b, b-1 

Atrd29Dreb-
F 

CCA ATA GAC ATG GAC CGA 
CTA CT 

primer c 
0.59 kb 

Atrd29Dreb-
R 

GTT CTC TAA CCT CAC AAA 
CCC ACT 

primer d 

RTDreb-F 
CGC TGA CTC GGC TTG GA 
 

primer e 
108 bp 

RTDreb-R 
GCA TCA CAC ATC TCA TCC 
TGA AAC 

primer f 

 

 

Table 2 – Lines containing RD29A:DREB1A construct. Twenty genetically modified 

independent soybean lines transformed with the RD29A:DREB1A construct and the 

number of seeds produced (T1) in the greenhouse 

Transgenic line Number of seed produced (T1) 
27C 
31A 
45A 
58B 
59B 
61A 
62A 
63B 
343 

345A 
382B 
539A 
890 

1142B 
1333A 
1372A 
1378B 
3068 
3069 
3075 

8 
2 

376 
132 
625 
46 
2 
2 
96 
550 
519 
48 
42 
3 
23 
12 
10 
25 
6 
12 
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Table 3 – Segregation analysis on lines containing the RD29A:AtDREB1A 

construct. Segregation test of 10 independent positive events containing the 

RD29A:DREB1A construct 

 

Transgenic lines λ2 values 
27C 
45A 
58B 
59B 

345A 
382B 
890 

1142B 
1333A 
1378B 

0.000 
121.12* 

3.3 
0.2 

124.12* 
0.12 

94.231* 
0.667 
0.710 
0.000 

* Not a Mendelian segregation 3:1 of AtDREB1A gene 

 

 

 

Analysis of RD29A promoter stress inductivity in soybean trough GUS assays 

To confirm the stress-inductivity of the Arabidopsis RD29A promoter in 

transgenic soybean leaf tissues, three T1-generation independent lines containing the 

rd29A:GUS construct (lines P1234, P1251 and P1263A) were submitted to different 

periods of dehydration stress, after which histochemical GUS assays were performed. 

GUS activity in transgenic leaves confirmed induction of the RD29A promoter in 

soybean during dehydration (0 min to 210 min) (Figure 2). The activity of the stress-

inducible RD29A promoter differed in each independent transformation event. When 

compared visually to the CaMV 35S constitutive promoter, the induction strength of the 

stress-inducible RD29A promoter was weaker in the three events.  
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Analysis of DREB1A gene expression on transgenic events P58 and P1333 at the 

T2 generation trough RT-qPCR and physiological characterization 

To verify and to quantify the induction of the RD29A:AtDREB1A construct in 

soybean during water deficit, quantitative PCR was performed. The induction of the 

transgene AtDREB1A in soybean was confirmed; the highest expression levels in P58 

and P1333 occurred under dehydration (Figure 4). Line P58 showed approximately 7-

fold more expression of AtDREB1A transcripts after 34 days of the stressed condition 

(5% GH; Gravimetric humidity) compared with unstressed P58 control (15% GH), wich 

confirmed RD29A induction in soybean. Similar behavior was observed in line P1333, 

in which DREB1A expression after 34 days of stress was higher than in unstressed 

P1333 control. However, the induction ratio of AtDREB1A was similar in the P1333 

lines with and without stress.  

T2-generation plants from lines P58 and P1333 where submitted to water deficit 

treatments. Physiological characterization of the control (15% GH) as well as 

moderately (5% GH) and severely (2.5% GH) stressed plants in the three repeated 

experiments showed that on average, net photosynthesis, photosynthetic efficiency, 

stomatal conductance and net transpiration were superior in the transgenic P58 lines 

compared to the control plants, most markedly after application of severe stress. Figure 

5 shows that net photosynthesis in the GM plants, when the stressed plants reached 5% 

GH (from 12 to 41 days after stress started), was 7 to 105% higher than that of non-GM 

plants. After severe stress started (2.5% GH) (from 41 to 57 days after stress started), 

the superiority in net photosynthesis of the GM over the non-GM plants increased, 

ranging from 248 to 21%. Photosynthetic efficiency was also superior in the GM plants, 

ranging (at the severe stress) from 1.4 to 79.5% over the non-GM plants. 
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Molecular, morphological, anatomical and agronomic characterization   

GmPip1 gene, which encodes an aquaporin, and GmGolS gene, which encodes 

galactinol synthase, are involved in the pathway activated by DREB proteins [49,50]. 

Gene expression analyses showed differences in the time and intensity of the expression 

of these genes between the P58 transgenic and non-transgenic lines of the T2 generation. 

With regard to GmPip1 gene expression, P58 stressed plants showed approximately 20- 

and 6-fold higher expression when compared to isoline BR16 non-stressed and stressed 

plants at 20 days of stress, respectively (Figure 6a). GmGolS at 20 days of stress showed 

expression levels 3- and 4.5-fold higher in P58 non-stressed and stressed samples, 

respectively, when compared to non-stressed isoline BR16 samples. After 34 days of 

treatment, no differential on GmGolS gene expression was detected in non-stressed 

transgenic P58; however, in stressed samples of isoline BR16 and P58 plants, 

expression increased 2.5- and 5-fold, respectively, when compared to the non-stressed 

BR16 isoline plants. After 41 days of treatment, P58 stressed and non-stressed plants, as 

well as BR16-stressed plants, showed 2-fold higher levels of GmGolS gene expression 

when compared to BR16 non-stressed plants (Figure 6b). 

Morphological and anatomical traits indicated no significant differences between 

GM P58 plants and BR16 plants (Figure 7). No significant statistical differences were 

observed for the agronomical parameters analyzed (data not shown). As an example, 

Figure 8 shows number of pods/seeds, number of seeds and plant dry weight. 

Wilting occurred more slowly in the P58 transgenic soybean plants when 

compared to BR16 isoline plants between 10:00h and 15:00h, during the hottest hours 

of the day when average temperatures were around 30±2oC in the greenhouse. 
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Discussion 

The GUS histochemical results confirmed induction of the RD29A promoter 

from Arabidopsis thaliana in RD29A:GUS soybean tissues. Although this approach was 

not intended to quantify GUS expression, it was possible to observe differences in the 

intensity of GUS expression with increasing dehydration time. Differences observed 

among the events probably resulted from differences in the location of transgene 

insertion in the soybean genome. Also, sampling conditions, such as the size and 

thickness of tissue and leaf age, may affect promoter activity [35, 36, 37, 38]. 

Nevertheless the presence of DREB1A transcripts detected by RT-qPCR also confirmed 

that the Arabidopsis thaliana RD29A stress-inducible promoter is activated in 

transgenic soybean plants during water deficits; however, the amount of transcript 

present was not quantified by fluorimetric assays in our work. Another important 

characteristic observed by other authors [14] is that the RD29A promoter can be induced 

in all plant organs, including roots, where it acts as a component of the stress perception 

and signaling process during water deficits. The Arabidopsis RD29A promoter is 

drought-inducible; however, genetically modified tobacco plants with 

AtRD29A:DREB1A elements show induction from this promoter even under control 

conditions, which agrees with our results (Figure 4) in which a basal level of 

AtDREB1A expression was detected in soybean [20]. 

Differences in expression patterns observed between P58 and P1333 plants 

might be related to the number of transgene copies integrated into the plant genome or 

the physical localization of the insert. The presence of a high number of transgene 

copies in the plant genome can provoke a reduction in expression level and even cause 

silencing [44, 45]. Low expression or inactivation of transgenes can also occur in plants 
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carrying a single copy of the transgene [46]. Differences observed in the expression 

levels of genes in P58 and P1333 plants under control and stress conditions might be 

related to position effects. Transgenes integrated into actively transcribed regions are 

often more stably expressed, while those integrated into transcriptionally inactive 

regions or in highly condensed chromatin regions show lower or inactive expression 

[47, 48]. 

Constitutive gene expression of DREB1A directed by the CaMV 35S promoter 

produces negative effects on plant growth and development, as shown in Arabidopsis 

[20], tomato [39] and tobacco [8]. However, the expression of DREB1A, from a stress-

inducible promoter such as RD29A minimizes these effects and also increases drought 

tolerance [8, 20]. Therefore, we used the Arabidopsis RD29A promoter to control the 

DREB1A gene in soybean. Our data show that GM soybean had higher expression of the 

AtDREB1A transgene under water deficit conditions, which improved physiological 

parameters (Figure 5) without leading to a growth deficiency (Figure 3). DREB1A 

transcription factors control the expression of wide number of genes in drought defense 

responses [49,50] and our results suggest that the use of RD29A:DREB1A in soybean 

might promote the same tolerance results that have been observed in other transgenic  

crops [4, 6, 7, 8, 21, 24].  

The PIP1 gene encodes an aquaporin, a water-channel protein that controls 

water movement between cells. A decrease in available water causes reductions in 

stomatal conductance, net photosynthesis, water-use efficiency and transpiration. Aroca 

et al. [40] showed that higher expression of the gene that encodes PIP2 in leaves of 

Phaseolus vulgaris exposed to drought is correlated with a reduction in transpiration 

rate and an improvement of water-use efficiency (WUE). Our results show that GmPip1 
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was highly expressed in P58 plants after 20 days of water stress, suggesting that this 

gene is directly activated by the DREB1 transcription factors and might be involved in 

responses to drought in soybean. 

Galactinol synthase (GolS) is a key enzyme in the biosynthesis of the raffinose 

family of oligosaccharides (RFOs). The protective function of RFOs against 

dehydration has been demonstrated in Arabidopsis transgenic plants with constitutive 

expression of AtGolS2. These plants have higher galactinol and raffinose contents in 

leaves, promoting increased tolerance of drought [41, 42, 43]. The differential gene 

expression of GmGolS in transgenic P58 plants after 20 days of stress corroborates data 

in the literature; Taji et al. [43] found in Arabidopsis transformed with a 35S:DREB1A 

construct a significant accumulation of RNA from AtGolS3 in non-stressed plants and 

strong gene expression under cold-stress conditions. They identified two DRE 

sequences in the promoter region of AtGolS3 [43], indicating that this gene belongs to 

the DREB gene-activation cascade. Our results confirm that the AtDREB1A 

transcription factor, when introduced and over-expressed in soybean, activates 

endogenous soybean genes such as GmGolS (Figure 6). Non-stressed BR16 plants also 

displayed elevated levels of GmGolS gene expression during water deficit; however, 

this expression was delayed and smaller in scale when compared to the expression in 

GM soybean (Figura 6).  

Results from the greenhouse experiments regarding the physiological, 

agronomical, morphological and anatomical characterizations of the various soybean 

plants in our study demonstrated that the over-expression of the AtDREB1A gene altered 

physiological and molecular responses in P58 and 1333 GM lines submitted to water 

deficit, which subsequently increased these plants’ tolerance to drought. In addition to 
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the higher net photosynthesis and photosynthetic efficiency observed on many of the 

sampling dates after stress initiation, reductions in wilting and senescence velocity daily 

and at the end of the cycle, respectively, were observed. Field experiments are necessary 

to evaluate whether the gains observed in the efficiency of the physiological parameters 

tested will result in lower yield losses when compared to non-GM plants under real 

drought conditions.  

 

 

Conclusion 

Using a combination of the A. thaliana RD29A stress-induced promoter and the 

AtDREB1A transcription factor introduced into soybean, we obtained increased 

expression of two genes involved in drought tolerance and superior physiological 

adaptations in genetically modified plants. Despite the fact that significant differences in 

agronomical traits were not evident under greenhouse growth-limiting conditions, it is 

possible that differences could arise under field conditions. In the field, the GM plants 

will be exposed to better light and soil characteristics for shoot and root development, 

and the improvement in drought tolerance, via various physiological characteristics, 

facilitated by the over-expression of AtDREB1A might impede losses of yield during 

drought events.   
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Methods 
 

Plant material and bioballistic transformation protocol 

The drought-sensitive Brazilian soybean cultivar BR16 [27] was transformed 

with RD29A:AtDREB1A or RD29A:GUS  linear constructs according to previous 

studies [28, 29]. To confirm positive events for RD29A: AtDREB1A and RD29A:GUS 

construct insertion, different sets of primers were used (Table 1, Figure 1) in PCRs. 

Reactions were carried out in a Gene Amp PCR System (Applied Biosystems, USA).  

 

Histochemical GUS Assay 

Histochemical GUS assays were performed in the RD29A:GUS-transformed 

P1234, P1251 and P1263A lines while in the reproductive stage according to a previous 

study [30]. As a control, a 35S:GUS-transformed soybean plant was used. One leaflet 

from each plant was cut into eight parts, corresponding to treatment times of 0, 30, 60, 

90, 120, 150 and 180 min of cellular dehydration at 37°C and 50% relative humidity. 

 

Southern-blot analysis 

To check the number of RD29A:AtDREB1A insertions, Southern blots from P58 

and P1333 T2-generation lines were performed. Genomic DNA was isolated following 

the methods described by [32], and the DNA (10 µg) was then digested with HindIII 

restriction enzyme (Invitrogen), separated in a 1.0 % agarose gel and transferred to a 

nylon membrane (Bio Agency). For probing, the DREB1A gene coding region (100 ng) 

was labeled with [32P] dCTP with a GE Healthcare pd(N)6 random hexamer DNA (Life 

Sciences). Southern blotting and hybridization were carried out according to [33]. Non- 
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transformed isoline BR16 was used as negative control, and RD29A:AtDREB1A was 

used as positive control. 

 

Greenhouse drought conditions experiments in P58 and P1333 plants in T2-

generation 

Three identical experiments were performed under greenhouse conditions using 

water deficit treatments to analyze photosynthesis, photosynthetic efficiency, net 

transpiration, stomatal conductance, anatomical structure and agronomical parameters in 

a complete randomized block design. Plants were divided into two groups according to 

their water supply: a control group at 15% of gravimetric humidity (GH) (near field 

capacity) during the whole experiment and a stressed group at 5% GH (moderate stress) 

and later at 2.5% of GH (severe stress) [34].  

Each group comprising 12 plants of each genotype [P58 and P1333 plants from 

the T2-generation and control plants (non-transgenic BR16)] was grown in 10-L pots 

with sand that were irrigated twice per week with a pH 6.6 balanced nutrient solution 

and kept at 15% gravimetric humidity (GH) (near field capacity) for approximately 31 

days after emerging, until the reproductive stage. After this period, irrigation was 

withheld from the stressed-group pots until the GH values reached 5% (moderate 

stress), which ocurred 60 days post-emergence. Pots were weighed twice per day, and 

water was added as needed to maintain the desired GH values. After 29 days at 5% GH, 

irrigation was again withheld to achieve 2.5% GH (severe stress) until harvesting at 110 

days after germination.  

Physiological evaluations were carried out at 12 time points, and the desired stress 

values 5% and 2.5% graviometric humidity were reached at the 1st (6 days after stress 

iniciation) and 7th (41 days after stress iniciation) evaluation dates, respectively (Figure 
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5). Evaluations were conducted with Photosynthesis System (LICor, Inc., model LI-

6400) portable photosynthesis equipment using the completely expanded median leaflet 

in the second leaf pair from the top under a light intensity of approximately 1.000 µmol 

m-2 s1.Stomatal deviation was used to look for significant differences among the 

treatments. 

 

RT-qPCR Assay in P58 and P1333 plants in T2 generation 

To assess AtDREB1A expression in soybean, three samples from each transgenic 

P58 and P1333 T2-generation line and isoline BR16 (non-transformed control) were 

collected 34 days after the beginning of the water deficit treatments (15% and 5% GH). 

All samples were placed in liquid nitrogen immediately after sampling and stored at –

80ºC.  

Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen Life Technologies) 

according to the manufacturer’s instructions. For complementary DNA (cDNA) 

synthesis, MMLV reverse transcriptase (Invitrogen Life Technologies Cat. No. # 

28025-013) was used, following the method described by [31]. As an endogenous 

control for normalization, gene GmrRNA18S (Accession No.: X02623.1) was used.  

The PCRs were carried out on the ABI 7300 sequence detection system (Applied 

Biosystems) with the Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG Kit (Invitrogen Life 

Technologies) according to the manufacturer’s instructions.  
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RT-qPCR assay and morphological, anatomical and agronomic characterization 

in P58 T2 generation 

To analyze the effects of RD29A:AtDREB1A insertion on P58 transgenic T2-

generation plants, morphological, anatomical and agronomic characterizations, as well as   

RT-qPCR, were carried out in the greenhouse experiment. 

The expression levels of two genes known to be involved in plants defense against 

drought were quantified: GmGolS (Genbank accession No. 32345693), which encodes 

the galactinol synthase enzyme (GolS, UDP-galactose:myo-inositol 

galactosyltransferase, EC 2.4.1.123) that has a key function in the biosynthesis of 

raffinose, an important substance to protects seeds from desiccation, and GmPip1 

(Genbank accession No. U27347), which encodes a plasma-membrane intrinsic protein 

(PIP) and is part of an aquaporin. Three samples from transgenic line P58 and isoline 

BR16 (non transformed control) were collected after 20 days (5% GH, moderate stress), 

34 days (5% GH, moderate stress) and 41 days (2.5% GH, severe stress) after the 

beginning of the water deficit treatments. The design of real-time qPCR primers and the 

use of other parameters was as described above for AtDREB1A.  

Anatomical studies of leaflets sampled at 20 (5% GH) and 34 days (2.5% GH) 

after stress initiation were conducted using photonic microscopy (Leica Microscopy 

Systems DM LB CH-9435 Heerbrugg DC 200) and electron microscopy (JEOL JSM 

5510).  

Agronomic parameters, such as plant life cycle, plant height, plant dry height, 

number of seeds yielded per plant, number of pods with seeds, node number per plant, 

average internodes length, and fresh and dry weights of roots and leaves, were sampled 

at plant maturity. ANOVA and Tukey tests were performed using SAS software [51]. 
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Análise proteômica de genótipos de soja GM (geneticamente modificada)  

e não GM submetida a déficit hídrico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

119 

RESUMO 

A seca é um dos principais tipos de estresses abiótico que limitam o 

desenvolvimento das culturas, incluindo o cultivo da soja. Na busca por 

conhecimentos que possam contribuir para a solução ou a redução dos danos 

causados por esse problema, diferentes genes já foram isolados e uma melhor 

compreensão vem sendo obtida através do estudo dos mecanismos pelos quais 

as plantas respondem ao déficit hídrico. Plantas de soja transformadas com 

fatores de transcrição como DREB1A/CBF3 de Arabdopsis thaliana mostram 

aumento de tolerância à seca quando submetidas ao déficit hídrico, promovendo 

uma melhor aclimatação ao estresse. Um dos alvos da biotecnologia e de 

programas de melhoramento tem sido o desenvolvimento de plantas 

geneticamente modificadas (GM) tolerantes à seca visando à obtenção de 

genótipos superiores, entretanto, a sua aplicação em estudos de proteômica 

também pode levar a uma maior compreensão dos mecanismos de resposta, ou 

mesmo a identificação de novos genes em nível de proteínas. Neste contexto, 

foram comparados extratos protéicos de soja BR16 não transgênica e BR16(P58) 

transformada com a construção RD29A:AtDREB1A de A. thaliana em condições 

controle e sob déficit hídrico, utilizando 2-DE. A comparação dos géis 

bidimensionais possibilitou a identificação de proteínas comuns aos dois 

tratamentos assim como de “spots” diferencias. Nos tratamentos de déficit hídrico, 

25 “spots” foram identificados em BR16 não GM e 34 “spots” foram identificados 

em BR16(P58) GM. Embora tenham sido constatadas essas diferenças, análises 

de espectrometria de massa e pesquisas em bancos de dados serão necessárias 

para a validação desses dados e identificação das proteínas diferencialmente 

expressas em resposta ao déficit hídrico.  
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1. INTRODUÇÃO 

A cada ano bilhões de dólares são perdidos devido aos estresses que 

acometem as culturas e previsões climáticas sobre eventos de secas cada vez 

mais constantes ameaçam ainda mais a produtividade das lavouras em todos os 

continentes (ROOT et al., 2003; CIAIS et al., 2005).  

A cultura da soja, uma das principais commodities do mercado agrícola 

nacional e mundial (USDA, 2008; CONAB, 2010) tem sido severamente afetada 

nos últimos anos devido à falta de disponibilidade hídrica. No Brasil além de ser 

um fator limitante ao potencial produtivo da espécie, o déficit hídrico constitui-se 

na maior causa de diminuição dos rendimentos de grãos observados de um ano 

para o outro nas diferentes regiões do país (FARIAS, 2006; EMBRAPA, 2009).  

Para os próximos anos um dos grandes desafios da ciência agrícola é 

compreender os mais variados mecanismos de respostas das plantas às 

alterações do meio ambiente na busca por genótipos superiores, mais tolerantes 

ou adaptados a diferentes condições adversas (TAYLOR & HEFLE, 2001; ISAAA 

2009).  

Atualmente, grandes avanços vêm sendo obtidos na compreensão dos 

efeitos provocados por déficit hídrico e como já estudado, uma das respostas 

iniciais ao estresse é a alteração da expressão gênica, a qual pode ser 

evidenciada tanto pela síntese de RNA mensageiro, quanto pela tradução de 

novas proteínas (BRAY, 2004; YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al., 2006).  

Embora, nem sempre a abundância de RNAm é correlacionada com a 

quantidade de proteínas,  devido a fatores como modificações pós-transcricionais 
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ou a degradação de proteínas já existentes, uma melhor abordagem sobre a 

atividade celular em resposta ao déficit hídrico pode ser alcançada aliando-se o 

conhecimento molecular disponível a estudos de proteômica (QUIRINO et al., 

2010; YANG et al., 2010).  

Fatores de transcrição são moléculas chaves no mecanismo de resposta a 

estresses como a seca, por serem capazes de ativar ou reprimir a transcrição de 

múltiplos genes alvo, desta forma, influenciando em muitos processos biológicos, 

tais como desenvolvimento, crescimento e estímulos ambientais (MOCHIDA et al., 

2009).  Uma família de fatores de transcrição amplamente estudada em resposta 

a estresses como o déficit hídrico é a “Dehydration Responsive Biding protein” 

(DREB) de A. thaliana e, em sua via de ativação vários genes de proteção celular 

são conhecidos como: chaperonas, aquaporinas e osmoprotetores (YAMAGUCHI-

SHINOZAKI & SHINOZAKI, 1994; SAKUMA et al., 2002). 

Plantas transgênicas de batata transformadas com o fator de transcrição 

pertencente à família AtDREB1A dirigido por um promotor estresse induzido 

RD29A apresentam aumento de tolerância à seca e um maior nível de expressão 

gênica, levando a uma melhor aclimatação (PELLEGRINESCHI et al., 2002). 

Assim, neste trabalho, o perfil protéico de folhas de soja BR16 geneticamente 

modificada com a construção RD29A:AtDREB1A de A. thaliana,  nomeada 

BR16(P58) e BR16 não transgênica foram analisados sob condições de déficit 

hídrico com o objetivo de identificar proteínas cuja alteração de sua expressão 

esteja associada à maior tolerância, de forma a fornecer maiores evidências sobre 

mecanismos moleculares envolvidos na resposta ao déficit hídrico, ou mesmo a 

identificação de novas proteínas de soja ainda não descritas na literatura. 
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2. MATERIAS E MÉTODOS 

2.1. Preparo dos Tecidos para as Análises em 2-DE  

Para simular a condição de déficit hídrico, um experimento de hidroponia 

foi instalado em casa de vegetação (MARTINS et al., 2008), utilizando sementes 

de soja da cultivar BR16 não transgênica, sensível à seca (OYA et al., 2004) e 

sementes da linhagem transgênica tolerante à seca nomeada BR16(P58) 

(SALINET et al., 2007).  

Inicialmente, as sementes foram germinadas em câmara de crescimento 

(30°C e 60% de umidade) por aproximadamente quatro dias e as plântulas foram 

transferidas para casa de vegetação (temperatura 30oC ± 2oC e umidade relativa 

60% ± 5%) e colocadas em suportes de polipropileno expandidos apoiados em 

caixas plásticas (36 L), contendo solução nutritiva (HEWITT, 1963) de modo que 

as raízes ficassem imersas na solução (Figura 1).  
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Figura 1. Montagem do experimento de hidroponia em casa de vegetação. A) Plântulas. B) Plantas 

em desenvolvimento. C) Raízes em contato com solução nutritiva. D) Experimento na 

fase de aplicação dos diferentes tempos de tratamentos de déficit hídrico.  

 

Após três semanas de crescimento quando as plantas estavam no estágio 

de desenvolvimento vegetativo V3 (plantas que possuem 18 a 23 cm de altura, 

quatro nós e folíolos desdobrados), o estresse hídrico foi aplicado retirando-se a 

solução nutritiva das caixas, e expondo as raízes a desidratação no escuro, 

conforme MARTINS et al. (2008) (Figura 2). 
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Figura 2. Coleta do material sob tratamento de déficit hídrico. A) Esgotamento da solução nutritiva. 

B) Planta de soja sob efeito de estresse hídrico. C) Coleta do material. 

A 

B 

C 
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Cada tratamento (BR16-T0, BR16-T90, BR16(P58)-T0 e BR16(P58)-T90) 

foi composto de 50 plantas, as quais foram distribuídas em delineamento de 

blocos ao acaso, totalizando 200 plantas no experimento. Os tempos de 

tratamento de déficit hídrico consistiram de 0 minuto (controle sem estresse) e 90 

minutos de estresse, tempos rigorosamente cronometrados. Foi coletado um 

trifólio de cada planta para cada tratamento imposto. A coleta do material foi 

realizada o mais rapidamente possível em nitrogênio líquido e posteriormente 

armazenando à -80 ºC, até o momento da extração de proteínas para se evitar 

possíveis diferenças de expressão gênica decorrentes da manipulação mecânica 

dos tecidos foliares.  

 

2.2. Extração de Proteínas de Folhas de Soja  

A extração das proteínas de folhas de soja foi realizada de acordo com o 

protocolo descrito por SHEN (2002), com modificações (MESQUITA et al., 2009; 

Figura 3). Cerca de 3,0 g do material foliar liofilizado, foi macerado em nitrogênio 

líquido e em seguida, juntamente com polivinilpolipirrolidona (PVPP) 2% p/v, 

adicionado a 20 mL de solução tampão de extração (Tris-HCl, pH 7,5, 40mM; 

sacarose 250mM; EDTA 10mM; Triton X-100 1%; PMSF 1mM; ditiotreitol (DTT) 

1mM; 2-mercaptoetanol 2% v/v). As amostras permaneceram sob agitação 

constante por 2h a 4 ºC.  

O material foi centrifugado duas vezes a 6.000 x g por 15min, a 4ºC e as 

proteínas solúveis no sobrenadante foram precipitadas em solução de ácido 

tricloroacético TCA 10% (v/v) em acetona gelada e PMSF 1mM + EDTA 2mM, 
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permanecendo “overnight” à -20°C. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 

(6.000 x g) por 15min à 4ºC. O precipitado formado foi coletado e lavado com 

acetona gelada até clarificação, sendo a última lavagem realizada com etanol 

80%. O precipitado final foi recolhido, secado e as proteínas extraídas foram 

então colocadas em tampão de solubilização para gel 2-DE (Uréia 7M; Tiuréia 

2M; CHAPS 2% p/v), seguidos de sonicação, centrifugação e coleta do 

sobrenadante. A estimativa da concentração de proteínas foi realizada utilizando-

se o reagente “2-D Quant Kit da GE Healthcare”. Após a quantificação, as 

proteínas foram armazenadas à -20ºC até o momento do uso. 

 

Figura 3. Modelo esquemático do método de extração utilizado. Modelo proposto por Shen (2002) 

e modificado por MESQUITA et al. (2010). 
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2.3. Gel de Poliacrilamida Desnaturante (Unidimensional) – SDS-PAGE 

Para visualização das proteínas em SDS-PAGE e análise de pureza, 

quantidades iguais de proteínas (20 µg de cada tratamento) foram separadas em 

gel de poliacrilamida 12,5% de acordo com LAEMMLI (1970) e visualizadas por 

coloração com “Coomassie Brilliant Blue – R250”.  

 

2.4. Eletroforese Bidimensional (2-DE) 

A eletroforese bidimensional foi realizada utilizando-se tiras “Immobiline 

DryStrip” 18 cm, pH 3-10. Para cada tira, 800 µg de material foi diluído em 340 uL 

de tampão de reidratação (uréia 7M, tiouréia 2M,  Triton X-100 0,4% v/v, CHAPS 

2% p/v, ditiotreitol (DTT) 1% p/v, buffer IPG 1% v/v com pH 3-10, Azul de 

Bromofenol 0,05%). Em seguida, a solução contendo as proteínas solúveis foi 

utilizada para a etapa de reidratação das tiras, por 14 horas, sob temperatura 

ambiente. A focalização isoelétrica (primeira dimensão) foi realizada no aparelho 

“Ettan IPGphor 3” (GE Healthcare Upsala, Suécia) utilizando-se o programa 

recomendado para tiras de 18 cm, pH 3-10 linear. 

Após a focalização isoelétrica, as tiras foram equilibradas por 15 min em 

tampão de equilíbrio (Uréia 6M, Glicerol 30% v/v, SDS 2% p/v, azul de bromofenol 

0,002%, Tris-HCl 50mM, pH 8,8) contendo 100mg/mL de DTT, seguidos de mais 

15 min em tampão de equilíbrio contendo 25mg/mL de iodoacetamida. As tiras 

foram lavadas com tampão de corrida, e a segunda dimensão foi realizada em 

SDS-PAGE 12,5% no sistema “Ettan-DALTsix” (GE Healthcare Upsala, Suécia) 

com uma pré-corrida a 5W/gel por 30 min e 17W/gel por 4horas, a 15 °C. Os géis 
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foram corados com “Coomassie Brilliant Blue” R-250 digitalizados em scanner de 

alta precisão (ImageScanner III – GE) e analisados com o programa “Image 

Master 2D platinum” (v.7.0, GE). 

 

2.5. Digestão de Proteínas em Gel com Tripsina  

“Spots” de proteínas diferenciais foram excisados do gel corado, lavados 

com acetonitrila por 15 min para a desidratação do gel e secos a vácuo. Para a 

redução das pontes dissulfeto os fragmentos do gel foram incubados em solução 

de bicarbonato de amônio 0,1 M e DTT 0,01M, por 1 hora a 56°C. Em seguida, a 

solução de redução foi removida e as amostras foram alquiladas em solução de 

bicarbonato de amônio 0,1 M e iodacetamida 0,055 M por 45 min a 56°C. A 

solução de alquilação foi removida e os fragmentos do gel foram lavados duas 

vezes por 10 min em solução de bicarbonato de amônio 0,1 M. Para a 

descoloração do gel, as amostras foram lavadas com solução de acetonitrila 50% 

e bicarbonato de amônio 0,025 M até que todo o azul de “Coomassie” fosse 

removido. Após esse processo, a solução foi descartada e as amostras foram 

novamente desidratadas por incubação em acetonitrila por 10 minutos seguidas 

de secagem à vácuo. A digestão foi realizada pela adição de solução de 

bicarbonato de amônio 0,050M e tripsina (V511A PROMEGA) em uma 

concentração final de 10ng/µL. Em cada amostra foram adicionados 15µL da 

solução de digestão, sendo então, incubadas a 37°C, por 12 horas. Os 

fragmentos de gel foram retirados e a solução contendo os peptídeos digeridos foi 

utilizada para a obtenção dos espectros. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Eletroforese Unidimensional – SDS-PAGE 

Plantas de soja transgênica BR16(P58) e não transgênica BR16 foram 

submetidas ao tratamento de déficit hídrico, a fim de se obter uma melhor 

compreensão das proteínas envolvidas em resposta a esse estresse abiótico. 

Primeiramente, a técnica de Eletroforese Unidimensional – SDS-PAGE foi 

utilizada, a fim de testar a eficiência do processo de extração utilizado e obter um 

perfil prévio de proteínas expressas em folhas de soja.  Esta análise eletroforética 

em 1D exibiu perfis protéicos com pesos moleculares entre 15 e 200 kDa para 

todas as amostras testadas, GM e não GM, com qualidade suficiente para as 

análises de segunda dimensão (Figura 4).  
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Figura 4. Eletroforese 1D de proteínas da cultivar de soja BR16 não transgênica e transgênica 

submetidas ao tratamento de déficit hídrico nos tempos de 0 e 90 min de estresse. 1-2) 

BR16-T0. 3-4) BR16-T90. 5-6) BR16(P58)-T0. 7-8) BR16(P58)-T90 

3.2. Eletroforese Bidimensional 2-DE 

Através da análise em 2-DE, foram investigadas as mudanças nos perfis de 

proteínas em resposta ao estresse hídrico. Para cada amostra, os géis foram 

realizados em triplicata, resultando em uma alta resolução no padrão de “spots” 

de proteínas, em um intervalo de pI entre 3 e 10 e massa molecular de 200 a 15 

kDa, detectados pela coloração da “Comassie Briliant Blue- R250”. Amostras das 

plantas controle (0 min de estresse) foram submetidas à eletroforese sob as 
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mesmas condições que as amostras das plantas sob déficit hídrico (90 min de 

estresse). 

Foram realizadas análises quantitativas das amostras entre o controle e o 

tratado utilizando-se o “software Platinum Image Master 2D platium 7.0” (General 

Eletrics). Estas análises mostraram grande reprodutibilidade dos resultados, 

havendo grandes semelhanças entre os géis de um mesmo tratamento (T0 ou 

T90) em linhagens diferentes (BR16 não GM e BR16(P58) GM). No primeiro 

grupo (BR16 não GM no tempo 0 comparado com o tempo 90 min), foram 

detectados em torno de 150 “spots” no perfil de proteínas nas triplicatas géis de 2-

DE em ambos os tratamentos. Como resultado foram detectados 46 “spots” 

diferenciais entre as duas amostras BR16 (p< 0,05), sendo 16 “spots” presentes 

nos dois tratamentos, 5 “spots” presentes apenas em BR16-T0 e 25 “spots” em 

BR16-T90  (Figura 5 e 6). No segundo grupo, (BR16(P58) GM no tempo 0 

comparado com o tempo 90 min) também foram detectados cerca de 150 “spots” 

de proteínas (p< 0,05), indicando 60 “spots” diferenciais, sendo 2 “spots” 

presentes nos dois tratamentos, 24 “spots” presentes apenas em BR16(P58)-T0 e 

34 “spots” em BR16(P58)-T90 (Figura 7 e 8). 
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Figura 5. Análise 2-DE de folhas de soja BR16 não GM (T0). Perfil protéico de plantas controle 

(Tempo, 0 minutos de estresse). As flechas indicam os spots diferencias identificados 

pelo programa “Platinum Image Master 2D platium 7.0” (p< 0,05). 
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Figura 6. Análise 2-DE de folhas de soja BR16 não GM (T90). Perfil protéico de plantas de soja 

submetidas a 90 minutos de estresse hídrico. As flechas indicam os spots diferencias 

identificados pelo programa “Platinum Image Master 2D platium 7.0” (p< 0,05). 
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Figura 7. Análise 2-DE de folhas de soja BR16(P58) GM (T0). Perfil protéico de plantas controle 

(Tempo, 0 minutos de estresse). As flechas indicam os spots diferencias identificados 

pelo programa “Platinum Image Master 2D platium 7.0” (p< 0,05). 
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Figura 8. Análise 2-DE de folhas de soja BR16(P58) GM (T90). Perfil protéico de plantas de soja 

submetidas a 90 minutos de estresse hídrico. As flechas indicam os spots diferencias 

identificados pelo programa „Platinum Image Master 2D platium 7.0” (p< 0,05). 
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4. DISCUSSÃO 

A tolerância das plantas em resposta à seca é uma característica complexa 

onde mecanismos de defesa trabalham isoladamente ou em conjunto de forma a 

evitar ou tolerar períodos de estresse (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI 

et al., 2007; ZHOU et al., 2010). Mudanças fisiológicas, morfológicas e de 

desenvolvimento resultam de profundas alterações de base molecular/genética, 

as quais podem ser também evidenciadas pelo aumento ou diminuição na 

expressão e tradução de proteínas (CARUSO et al., 2008; XU et al., 2008). 

Sob situação de déficit hídrico, as folhas das cultivares…,  BR16 não GM e 

BR16(P58) GM apresentaram “spots” diferenciais em comparação as amostras 

controles. Embora as diferenças ainda não tenham sido atribuídas às funções das 

potenciais proteínas identificadas em cada tratamento, o maior número e 

intensidade de “spots” identificados em folhas da linhagem BR16(P58) GM, 

fornece indícios de perfil protéico diferenciado em resposta à seca.  

Estudos em linhagens de soja BR16(P58) transformadas com a construção 

RD29A:AtDREB1A e outras espécies como batata (CELEBI-TROPAK et al., 2005) 

e trigo (PELLEGRINESCHI et al., 2002) mostram que a super-expressão do fator 

de transcrição DREB1A mantêm parâmetros fisiológicos e moleculares  

superiores em relação a plantas não GM durante o déficit hídrico. Assim, é 

possível que proteínas relacionadas ao metabolismo celular de defesa ao 

estresse sejam mais facilmente identificadas devido ao maior nível transcricional 

desencadeado por esse fator (SALINET, 2007; BEHNAM et al., 2007).  

Genes ativados pelo fator de transcrição AtDREB1A como os que codificam 

proteínas LEA (rd29A), enzimas detoxificantes (erd13) e canais de água (rd28), 
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promovem alteração no potencial osmótico celular aumentando a absorção de 

água, remoção de oxigênios reativos e conseqüente proteção de estruturas 

celulares (KASUGA et al,. 1999; OONO et al., 2003). O acúmulo dos produtos da 

super-expressão desses genes pode favorecer a síntese de outras proteínas 

importantes para a manutenção do metabolismo da planta promovendo um 

ambiente celular com menores perturbações metabólicas e eventualmente, o 

balanço ótimo da conservação de água e absorção de carbono (LIU et al., 2004; 

KATSUHARA & HANBA, 2008; DALAL et al., 2009).  

Em uma análise do perfil eletroforético bidimensional de proteínas de raízes 

de soja submetida à seca, IFTEKHAR et al. (2010) identificaram 45 “spots” de 

proteínas diferencialmente expressas entre os quais 28 foram identificadas por 

espectrometria de massa. A comparação da expressão diferencial dessas 

proteínas mostrou que em situação de déficit hídrico, os níveis de 5 proteínas 

tiveram aumento, 21 diminuíram e 2 foram detectados apenas em condição de 

seca. As proteínas identificadas foram relacionadas ao metabolismo de 

carboidratos e nitrogênio, modificações da parede celular, transdução de sinal, 

defesa e morte celular programada.  

Da mesma forma, a análise do perfil protéico de folhas de Hippophae 

rhamnoides L. sob déficit hídrico conduziu a identificação de quatro proteínas 

consideradas novas descobertas em plantas; uma co-chaperona Hsc20 tipo-J que 

funciona na montagem de ferro-enxofre, um possível transportador ABC que se 

liga ao ATP e atua em membranas de transporte, uma proteína envolvida na 

fixação de nitrogênio NtrX e uma chaperona HslU. Entre as 55 proteínas 

identificadas como diferencialmente expressas, três desapareceram sob 
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condições de seca, sete tiveram aumento de expressão e apenas três foram 

detectadas durante o estresse hídrico (Xu et al., 2009).  

Diante os múltiplos fatores que influenciam no nível celular de proteínas, a 

caracterização de genótipos e das respostas ao estresse hídrico demonstra-se 

cada vez mais eficientes através de abordagens em proteômica. Outros 

resultados apresentados por estudos recentes mostram que a identificação de 

proteínas diferencialmente expressas ainda incluem aumento de proteínas 

envolvidas na glicólise (aldolase), sinalização (calmodulina), transportadores 

iônicos (ATPase), função antioxidante (ascorbato peroxidase), fotossíntese 

(rubisco), reserva de nutrientes (vicilina) e transportadores de elétrons 

(ferrodoxina), além de revelar a complexa interação entre as rotas metabólicas 

responsáveis pela restauração da homeostase celular (MAHMOUD et al., 2009; 

QUIRINO et al, 2010; YANG et al., 2010; MESQUITA, 2010).  

Do mesmo modo, a diminuição ou ausência de proteínas relacionadas à 

respostas de defesa ao estresse, foi identificada pela diminuição de enzimas do 

metabolismo fotossintético e de carboidratos, sugerindo a inibição do metabolismo 

energético para a manutenção do turgor celular como parte de uma estratégia de 

aclimatação a seca (LIU et al., 2004; CASTILLEJO et al., 2008; GEBEYEHU et al., 

2010).  

Assim, para a identificação e avaliação da expressão de proteínas de folhas 

da cultivar BR16 não GM e a linhagem BR16(P58) GM submetidas ao déficit 

hídrico, este trabalho terá continuidade através da identificação dos “spots” de 

potenciais proteínas que estejam ligadas ao estresse imposto, elucidando suas 

possíveis funções descritas previamente em banco de dados. O cruzamento das 
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informações transcriptoma-proteoma contribuirá de forma relevante na busca pelo 

melhor entendimento dos mecanismos de tolerância à seca em soja, gerando 

informações que poderão contribuir significativamente para o avanço da ciência 

agrícola, como o isolamento de genes, desenvolvimento de plantas transgênicas 

ou mesmo a identificação de marcadores moleculares para o uso em programas 

de melhoramento de plantas, visando à obtenção de variedades mais tolerantes 

ao estresse hídrico. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Com o atual cenário agrícola globalizado acréscimos nos rendimentos e 

diminuição nos custos e riscos de insucesso da produção de culturas passaram a 

ser exigências básicas à competitividade. Ferramentas que auxiliem na obtenção 

de produtos competitivos e ambientalmente sustentáveis são fundamentais para 

superar esses desafios. Neste sentido, a biotecnologia mostra-se uma ferramenta 

essencial no desenvolvimento de variedades com maior resistência ou 

capacidade de tolerar estresses ambientais como a seca. 

 Um fator-chave em quase todos os aspectos da resistência vegetal ao 

déficit hídrico é a capacidade de continuar translocando assimilados, pois quando 

há uma baixa disponibilidade de fotossintatos e diminuição no fluxo de 

carboidratos de folhas para outros tecidos esses fatores tornam-se potenciais 

contribuintes para o abortamento de vagens.   

As linhagens de soja GM com a construção RD29A:AtDREB1A, 

apresentaram um perfil fotossintético superior em relação a plantas não GM e 

embora diferenças nas características agronômicas como número de vagens ou o 

número de sementes não tenham sido aparentes em casa de vegetação. O maior 

nível de expressão do fator de transcrição DREB1A em plantas GM promoveu 

melhora dos parâmetros fisiológicos através da expressão de genes de sua via 

metabólica como GmGoLS e GmPip1  envolvidos na biossíntese de 

oligossacarídeos e aquaporinas. A expressão desses genes induzidos por 

AtDREB1A tem mostrado reduzir a transpiração nas folhas, aumentar o transporte 

água, CO2 e proteger a célula contra danos oxidativos, o que ocasiona um melhor 
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desempenho fisiológico e acúmulo de fotoassimilados. Avaliações a campo com 

linhagens GM estão sendo conduzidas e essas permitirão dimensionar o melhor 

desempenho fisiológico das plantas transgênicas sobre a produtividade. Diante o 

perfil fisiológico superior iniciado pela super expressão do fator de transcrição 

AtDREB1A espera-se que as plantas transgênicas apresentem um melhor 

desempenho  nos períodos críticos de desenvolvimento (floração e enchimento de 

grãos) durante déficits hídricos expressivos.  

Para que outros testes em campo continuem sendo conduzidos, os dados 

obtidos na avaliação preliminar da biossegurança alimentar da proteína 

AtDREB1A contribuirão significativamente para o processo de liberação planejada 

ao meio ambiente, assim como, para a autorização de testes biossegurança 

alimentar com sementes transgênicas. 

 A avaliação de segurança alimentar da proteína AtDREB1A in silico 

mostrou que a proteína AtDREB1A não possui características associadas a 

proteínas antinutricionais, tóxicas ou alergênicas e a ausência de atividade 

hemolítica em eritrócitos humanos também atestou seu modo de ação específico 

à ligação em promotores de plantas, isentando qualquer potencial de efeito 

citotóxico.  

A determinação inicial do perfil alergênico e toxicológico da proteína 

AtDREB1A é independente da modificação genética e pode ser estendido como 

um elemento da avaliação de segurança alimentar para 

qualquer variedade de planta que contenha e expresse a mesma proteína. 

Entretanto, análises segurança alimentar exigidas para a liberação comercial de 
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OGMs devem ser conduzidas separadamente utilizando as plantas de soja GM 

com a construção AtDREB1A.  

A comparação do transcritoma e proteoma de plantas em condições de 

seca proporciona uma melhor compreensão da relação entre a quantidade de 

mRNA e proteína e proporciona uma avaliação direta dos processos bioquímicos 

e regulação da transcrição e tradução. Abordagens de genética direta ou reversa 

que levem a identificação de novos genes envolvidos no déficit hídrico são de 

fundamental importância para desenvolvimento de novas tecnologias e detenção 

do conhecimento científico através da obtenção de patentes. 

Assim, para uma melhor investigação das vias regulatórias e dos 

mecanismos de tolerância a seca, plantas de soja GM com a construção 

AtDREB1A também foram utilizadas em estudos de proteômica. A análise 

comparativa do perfil protéico de folhas de soja BR16(P58) GM e BR16 não GM 

mostrou uma maior quantidade de “spots” sob condições de déficit hídrico, 

evidenciando um processo de regulação gênica resultante em um provável 

aumento na tradução de proteínas envolvidas no metabolismo de tolerância.  

Os resultados advindos da identificação de “spots” de potenciais proteínas 

diferencialmente expressas em resposta ao déficit hídrico poderão ser utilizados 

como ferramentas biotecnológicas, que vão desde o uso de marcadores 

moleculares para o auxílio de programas de melhoramento até o desenvolvimento 

de estratégias moleculares para geração de plantas geneticamente modificadas 

que auxiliem na solução de problemas da cultura da soja conferindo 

características agrícolas, ambientais e mercadológicas desejáveis.  

 

. 
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