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Relatdrio Descritivo de Patente de Invencio
CELULA TRANSFORMADA, MATERIAL VEGETAL TRANSGENICO, METODO DE

PROTECAO CELULAR, USO E COMPOSIGAO COMPREENDENDO UREASES

Campo da Invencéo

A presente invengdo descreve células transformadas compreendendo
material transgénico e métodos de protecéo celular compreendendo ureases

ubiquas. A presente invengao se situa no campo da genética e agricultura.

Antecedentes da Invencédo

Soja

A soja [Glycine max (L.) Merr.] € uma das plantas cultivadas de grande
interesse econdmico por seu contetdo protéico e lipidico, bem como por sua
capacidade de fixar nitrogénio através de simbiose com microorganismos dd
solo. A soja cultivada é uma espécie de planta anual, dipldide (2n=40), de
autofecundag@o, nativa da China e explorada no Oriente ha mais de cinco mil
anos. Esta leguminosa é uma cultura de grande importancia econdmica,
atingindo, atualmente, uma produgéo de cerca de 200 milhdes de toneladas do
grao no mundo. No Brasil, esta cultura foi estabelecida a partir da década de
1960 e, hoje, € uma das espécies vegetais de maior interesse econdmico do

‘pais, que, segundo dados da FAOQ, nos ultimos: anos figurou como segundo

maior produtor em nivel mundial, atras apenas dos Estados Unidos. !

Doengas da soja

Adversidades biéticas e abiéticas estdo entre os fatores que limitam a
distribuicao geografica das culturas e acarretam redugdes significativas no
crescimento e produtividade de espécies economicamente importantes. As
instabilidades do ambiente que prejudicam as culturas derivam principalmente
da expansdo das areas cultivadas, da monocultura, da utilizagdo de praticas
agricolas inadequadas e das mudangas climaticas.
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A suscetibilidade das plantas a inimeras doengas aparece entre as
causas mais importantes de redugdo da produtividade. O cenario é agravado
pela dificuldade no controle dos agentes causadores destas doengas. No Brasil
ja foram identificadas aproximadamente 40 doengas de soja causadas por
fungos, bactérias, nematéides e virus. A importancia econdmica de cada
doenga varia de ano para ano e de regido para regido, dependendo da
condigdo climatica de cada safra.

Os fungos patogénicos atacam diferentes estruturas das plantas em
diversos estadios de seu desenvolvimento (Bonato 2000; Suzuki & Yuyama,
2005). Abaixo estdo listadas as doengas causadas por fungos e seus agentes
causadores conforme Vidor et al. (2004).

Atualmente, a maior ameaga ao cultivo da soja é a ferrugem asiatica,
causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, preocupando tanto pesquisadores
quanto produtores pela extensdo do prejuizo (Goellner et al. 2010, Pragas e
Doengas 2007). O fungo foi identificado pela primeira vez na America do Sul
em 2001, disseminando-se consideravelmente nos anos seguintes (Freire et al.
2008). Na safra 2002/2003 a doenca chegou ao Brasil, causando perdas
estimadas de 2 bilhdes de reais (Yorinori et al. 2005). A doenca é favorecida
por chuvas bem distribuidas e longos periodos de molhamento. A temperatura
ideal para o seu desenvolvimento varia entre 18-28°C. Em condigdes 6timas,
as perdas na produtividade podem variar de 10% a 80% (Vidor et al. 2004).

Fimgos da espécie Rhizoctoni. solani causam vrias doencas de soja,
dentre elas a mela da soja e a pédr‘idéo da raiz e da base da haste (ver relagdo
acima). O fungo se desenvolve bem em clima quente e chuvoso e sobrevive
no solo através de esclerddios, saprofiticamente em restos de cultura e em
hospedeiros alternativos ou eventuais. A “mela da soja” ocorre no Mato Grosso,
Tocantins, Maranhdo e Roraima e pode causar redugdes de 30-60% na
produtividade. A podriddo da raiz e da base da haste esta restrita regido dos
Cerrados e associada a anos de intensa precipitagdo. A incidéncia da doenga
varia de algumas plantas mortas a extensas reboleiras, onde se misturam
plantas mortas e plantas sem sintomas (Vidor et al. 2004).
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O cancro da haste & causado por Diaporthe phaseolorum f.sp.
meridionalis e Phomopsis phaseoli f.sp. meridionalis. A doenga esta
disseminada em todas as regides produtoras de soja do Pais e até a safra
96/97, causou perda estimada em US$ 0,5 bilhdo. O fungo multiplica-se nas
primeiras plantas infectadas e, posteriormente, durante a entressafra, nos
restos de cultura. O cancro da haste pode causar perda total da lavoura. A
seca da haste e da vagem também é causada por Phomopsis spp. A doenga é
uma das mais tradicionais da soja e, anualmente é responsavel pelo descarte

de lotes de sementes. Seu maior dano é observado em anos quentes e

‘chuvosos (Vidor et al. 2004).

A podriddo vermelha da raiz (PVR) é causada por Fusarium solani f.sp.
glycines. A doenca esta disseminada por todo o Pais e ocorre em reboleiras ou
de forma generalizada na lavoura (Vidor et al. 2004).

Transformagao genética da soja

O controle das doengas através de resisténcia genética é o modo mais
eficaz e econdmico (EMBRAPA, 1994). Esforcos direcionados ao
melhoramento genético dessa espécie pelos métodos convencionais tém sido
limitados pela estreita variabilidade genética entre as cultivares e pela
incompatibilidade sexual com espécies afins (Bodanese-Zanettini et al.1996).
Além disso, o curto periodo de resisténcia de cultivares de soja a doengas
fingicas devido a rapida evolugdo dos patdgenos (Li et al., 2004) e
|neX|stenC|a de cultivares resistentes a certos fungos (EMBRAPA 1994) sdo
desaf 0s permanentes nos programas de melhoramento Por isso, -a obtencéo
de plantas geneticamente modificadas que apresentem resisténcia a moléstias
fungicas é uma estratégia promissora e factivel.

Um grande nimero de genes é ativado e outro reprimido, sob condi¢des
de estresse, tais como a infecgdo por fungos. O controle da expressao génica
ocorre em diferentes niveis e o estudo de como a expressao individual de cada
gene contribui na resposta final em termos celulares, fisioldgicos e
agrondmicos tem possibilitado o desenvolvimento de estratégias para a
obtenc&o de plantas mais tolerantes. Atualmente, diversos genes que conferem
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resisténcia a fungos estdo sendo isolados, caracterizados e expressos em
plantas (Punja, 2001; Li et al., 2004).

Para garantir o sucesso dos programas de introdu¢éo de genes, s&o
necessarios protocolos eficientes de cultura in vifro e de transformagéo, que
permitam a regeneragéo de plantas totalmente transformadas (ndo quiméricas).

Em nosso laboratério (Laboratério de Cultura de Tecidos e
Transformagdo Genética de Plantas, do Departamento de Genética da
UFRGS) foi estabelecido um protocolo de transferéncia de genes para soja, via
bombardeamento, utilizando como alvo o tecido embriogénico em proliferagao
(Droste et al. 2002). Utilizando este protocolo, foram obtidas plantas
transgénicas da cultivar IASS, que expressam um gene modificado cry1Ac de
Bacillus thuringiensis (Homrich et al. 2008), plantas das cultivares Bragg e
IASS, que expressam um gene que codifica uma osmotina de Solanum nigrum
(Weber, 2007), dentre outras (dados ainda nao publicados).

Por outro lado, a transformagéo de embriées somaticos pelo sistema
Agrobacterium tem sido um desafio (Trick et al. 1997, 1998). Os esforgos s&o
justificados pela possibilidade de integragdo de menor nlimero de copias do
transgene ao genoma vegetal, menor probabilidade de rearranjos e
fragmentagédo do transgene (Tinland e Hohn, 1995; Kohli et al., 2003). Nosso
grupo de pesquisa estabeleceu, de forma pioneira, um protocolo combinando
os métodos de bombardeamento e o sistema Agrobacterium (Droste et al.
2000) Neste pr|me|ro trabalho, foram obtldos embrides  somaticos
transformados embora ndo tenham sido regeneradas plantas transgénicas.
Desde entdo, varios experimentos foram realizados visando a otimizagéo desse
protocolo. Tal otimizagao foi conseguida pela identificagdo de uma combinagéo
de antibi6ticos eficiente para suprimir a bactéria apés o co-cultivo, com efeitos
fitotéxicos minimos sobre o tecido embriogénico alvo (Wiebke et al. 2006).

Ureases '

As ureases sdo enzimas niquel-dependentes, multifuncionais, com
varios dominios de atividade e que respondem a situagdes de estresse (Carlini
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e Polacco 2008). Vérios grupos de organismos sintetizam essa enzima, dentre
eles bactérias, fungos e plantas.

A atividade ureolitica foi a primeira fungéo atribuida a ureases, sendo a
mais estudada (Sirko e Brodzik 2000, Carlini e Polacco 2008, Follmer 2008). A
uréia constitui a maior parte do nitrogénio resultante do metabolismo de
organismos vivos e a urease catalisa a hidrélise da uréia, dando origem a
amonia e carbamato. Em pH fisiolégico, o carbamato é hidrolisado
espontaneamente para formar gas carbdnico e uma segunda molécula de
amonia, composto que pode ser aproveitado pelo organismo. A importancia
desta enzima, portanto, é fornecer o nitrogénio necessario para o
desenvolvimento dos seres vivos (Mobley e Hausinger 1989). Poucas enzimas
requerem niquel para desempenhar suas atividades cataliticas. A ligagdo do
niquel a urease & muito precisa e forte. Sua incorporagdo in vivo requer um
conjunto de proteinas acessorias, que parecem atuar como chaperonas
urease-especificas (Moncrief e Hausinger 1996).

As ureases de plantas e fungos s&o proteinas homo-oligoméricas com
subunidades idénticas de 90-kDa, enquanto as ureases de bactérias sdo
multimeros de duas ou trés subunidades. Independentemente do organismo,
as ureases possuem grande similaridade na sequéncia de aminoacidos, o que
sugere a existéncia de uma proteina ancestral comum, similaridades na
estrutura tridimensional e conservagéo nos mecanismos cataliticos. Tanto
ureases de bactérias, quanto de plantas apresentam varias atmdades
blologlcas que sao mdependentes da atividade ureolitica (Follmer et al. 2004
Olivera-Severo et al. 2006, Becker-Ritt et al. 2007).

Estudos de localizagdo sub-celular das ureases de bactérias indicam
que elas estéo associadas a fragao solGvel da célula, com excegéo de ureases
de Helicobacter pylori que em sua maioria podem localizar-se na superficie da
célula (Mobley et al. 1995). Trabalhos para localizagéo sub-celular de ureases
de plantas, utilizando técnicas mais apuradas e modernas, sd0 necessarios.

As ureases de plantas mais bem caracterizadas bioquimicamente séo as
de feijdo de porco (Canavalia ensiformis), espécie em que trés isoformas
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estruturais foram encontradas (JBU, canatoxina e JBUREIl). Em sementes
desta espécie encontra-se a urease majoritaria (Sumner 1926, Pires-Alves et
al. 2006), que foi a primeira enzima a ser cristalizada por James. B. Sumner
(1926) e apresenta importancia historica por demonstrar definitivamente a
natureza protéica das enzimas. Oitenta e trés anos mais tarde, sua estrutura
tridimensional foi resolvida (Balasubramanian e Ponnuraj 2010). Esta é a
primeira descricdo tridimensional de uma urease de origem vegetal e
repreéenta um avango importante para a compreensdo de suas propriedades
biologicas. A canatoxina foi isolada e caracterizada por Carlini @ Guimaraes em
1981 e, 20 anos mais tarde, a mesma foi identificada como uma isoforma de
urease (Follmer et al. 2001). Uma terceira urease (JBUREI) foi encontrada em
diferentes etapas de desenvolvimento das flores, em embrides em
desenvolvimento e em brotos (Pires-Alves et al. 2003).

Para soja foram descritas até o momento duas isoenzimas estruturais,
codificadas por dois genes independentes, que compartiham 87% de
identidade na sequéncia de aminoacidos (Goldraij et al. 2003). A urease
embrido-especifica, codificada pelo gene Eu1, é uma proteina abundante nas
sementes, enquanto que a urease ubiqua, codificada pelo gene Eu4, é
encontrada em menor quantidade em todos os 6rgaos da planta (Torisky et al
1994, Goldraij et al. 2003). Além das proteinas estruturais, foram identificadas
em soja duas proteinas acessérias (Eu2 e Eu3) codificadas por genes nédo
ligados (Polacco et al. 1999, Freyermuth etal 2000).

Com o |ntu|to de determinar a fungéo das ureases de SOja esforgos '
foram direcionados para obtengdo de mutantes. A cole¢do de mutantes
pertence a Universidade de Missouri, EUA. Para urease embrido-especifica,
mutantes nulos, denominados eu1/eu1, foram obtidos com sucesso, enquanto
que os mutantes para a urease ubiqua (eud/eud) acumulam uma proteina
deficiente na atividade ureolitica devido a uma mutagéo de pdnto na regido de
insercéo do niquel. A partir da andlise destas plantas foi demonstrado que a
urease ubiqua sozinha é responsavel pela degradacédo da uréia em todos os
tecidos da planta (Stebbins et al. 1991, Witte et al. 2002). Por sua vez, a
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auséncia da urease embrido-especifica ndo acarretou modificagbes nas
condigbes fisioldgicas das plantas, sugerindo seu envolvimento em outras
fungdes (Stebbins et al. 1991).

Mutantes nulos para proteinas acessérias eu3/eu3 ou eu2/eu2, também
foram obtidos e determinam a auséncia total de atividade ureasica nas plantas
(Polacco et al. 1999, Freyermuth et al. 2000). O fenétipo destes mutantes
mimetiza a privagao total da planta a nitrogénio e acarreta 0 acimulo de uréia e
manchas necréticas na folhas (Stebbins et al. 1991). Sementes obtidas a partir
das plantas eu3d/eu3 tendem a perder a viabilidade de germinagdo mais
rapidamente que sementes com ureases ativas. Embora ndo tenham sido
conduzidos experimentos definitivos, as sementes também parecem mais
suscetiveis a ataques por microorganismos (Carlini e Polacco 2008).

Apesar de conhecidas e estudadas a partir de 1926 (Sumner 1926), as
fungdes bioldgicas e o modo de agéo das ureases ainda nao foram totalmente
compreendidos e merecem atengdo. O fato de a urease ser amplamente
distribuida em sementes de leguminosas sugere um papel importante na
germinagdo e na defesa quimica das sementes (Zonia et al. 1995; Polacco e
Holland 1993). Trabalhos recentes demonstraram que as ureases purificadas a

partir de plantas apresentam uma toxicidade contra insetos e fungos, com

- atividade independente da catalitica. A urease embrido-especifica de soja e as

ureases de feijio de porco purificadas foram letais quando injetadas ou
adicionadas a dieta de insetos das classes Hemipiera e Coleoptera, tais como
Rhodnius prolixus, Callés(;bruchus méculatus (Carlini et al. 1997), Ne/za}a
vindula (Carlini e Grossi-de-Sa 2002), Dysdercus peruvianus (Follmer et al.
2004, Stanisguaski et al. 2005) e Triatoma infestans (Tomazetto et al. 2007).
Foi demonstrado que a atividade inseticida das ureases de feijao de porco esta
restrita ao trato digestivo quando da presenca de catepsinas (proprio das
classes Hemiptera e Coleoptera), que degradam a proteina e liberam um
peptideo téxico de 10 kDa (Carlini et al. 1997). A sequéncia de nucleotideos
correspondente ao peptideo entomotoxico foi isolado e clonado a partir do gene
Jjburell (Mulinari et al. 2004, Mulinari et al., 2007). Insetos com digestao
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baseada em fripsina (proprio da classe Lepidoptera) ndo sdo afetados por
ureases em sua forma nativa, apenas pelo peptideo. Por sua vez, em ratos néo
foram observados sintomas de toxicidade, mesmo quando o peptideo foi
adicionado a dieta (Mulinari et al. 2007).

Até o momento, um menor nimero de estudos foi realizado para
compreender a atividade antifungica das ureases. Sabe-se, no entanto, que,
em concentragdo sub-micromolar, as ureases purificadas de soja (embrido-
especifica), feijdo de porco (majoritaria) e algoddo inibem o crescimento
vegetativo in vitro de fungos filamentosos (Becker-Ritt et al. 2007, Menegassi et
al. 2008). Embora menos expressiva, a atividade fungicida também foi
encontrada para urease recombinante de H. pylori (Becker-Ritt et al. 2007). A
microscopia eletrdnica de fungos tratados com ureases sugere plasmélise e
injurias & parede celular (Becker-Ritt et al. 2007). Foi demonstrado que a
atividade fungicida das ureases € independente das atividades inseticida e
ureolitica, uma vez que ureases fratadas com inibidores irreversiveis da
atividade ureolitica persistiram inibindo o crescimento de fungos, enquanto o
peptideo inseticida ndo desempenhou esse papel (Becker-Ritt et al. 2007,
Menegassi et al. 2008).

Além disso, foi demonstrado que o acido abscisico (ABA) modula a
expressdo da urease JBUREI de feijdo de porco (Pires-Alves et al. 2003),

indicando um possivel envolvimento das ureases vegetais com a resposta a

estresses abioticos, tais como seca, salinidade e mudanga de temperatura.

O estudo das ureases in/ vivo é de fuﬁdamental importancia para o
esclarecimento de seu papel real na resposta das plantas a diversas condig¢des
de estresse. A manipulagdo da expresséo dos genes que codificam ureases
pode auxiliar na determinagéo destas fungdes e no desenvolvimento de plantas
mais resistentes.

O desenvolvimento da Gendmica Funcional pelo uso das tebnologias do
RNA, para o silenciamento génico, e da superexpresséo de genes relacionados
a resposta da planta a agentes estressores, tem proporcionado o acesso cada
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vez mais amplo ao genoma das espécies, permitindo a identificagao de genes
e rotas metabdlicas relacionadas aos mais variados tipos de estresse.

No ambito patentario, foram encontrados alguns documentos relevantes
a presente invengao.

Dois pedidos de patente foram depositados para proteger a utilizagao
das ureases quanto a sua atividade inseticida. O primeiro visa a utilizagdo de
extratos purificados de canatoxina para o controle bioldgico (Carlini, C.R.,
Gombarovits, M.E.C., Ferrreira-DaSilva, C.T. (2000). Peptideo entomotéxico da
canatoxina: processo de producdo. Privilégio de invengdo. Pl 0003334-0,
depésito 06 de junho de 2000). O segundo visa proteger a utilizagdo do
peptideo inseticida em programas de transformagéo de plantas (Mulinari, F.,
Pires-Alves, M., Moraes, M.G., Kurtenbach, E., Carlini, C.R., Grossi-de-S3,
M.F. (2004). Toxina praguicida, constru¢do génica e método de controle de
pragas, pedido de patente PI 0001120, depésito 08 de abril de 2004). Ambos,
apesar de estarem relacionados & presente invengdo, ndo antecipam nem
sugerem 0 escopo aqui reivindicado.

Portanto, do que se depreende da literatura pesquisada, nao foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da
presente invengdo, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencéo

Em um aspecto, a presente inven/géo proporcioha novos e inventivos
resultados sobre ureases, especialmente sobre seu uso em transformagdes
celulares e seu papel na protegdo das plantas, quando as mesmas s&o
infectadas por fungos. Em especial, as transformagées da presente invengdo
envolvendo a urease ubiqua de soja estéo relacionadas a expresséo do gene
eu4 nas plantas. |

E um objeto da presente invengdo uma célula transformada
compreendendo material bioldgico tranSgénico capaz de modular a atividade

de sequéncias relacionadas a urease ubiqua e/ou seus fragmentos.
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E um objeto adicional da presente invengdo um material vegetal
transgénico compreendendo pelo menos um material biologico transgénico
capaz de modular a atividade de sequéncias relacionadas a urease ubiqua
elou seus fragmentos.

Em uma realizagéo preferencial, o material vegetal da presente invengao
é obtido utilizando um vetor biolégico compreendendo pelo menos uma
sequéncia nucleotidica capaz de expressar urease ubiqua efou seus
fragmentos; e pelo menos um promotor adequado.

E ainda um objeto adicional da presente inveng@o, um método de
prote¢éo celular compreendendo as etapas de:

a) obter material biologico relacionado a ureases efou seus
fragmentos;
b) contactar o material de a) com o material biolégico do
organismo que necessita de protegéo.

E ainda um objeto da presente invengao o uso de ureases manipuladas
geneticamente contra fungos.

E ainda um objeto adicional da presente invengao, uma composigdo
agroquimica compreendendo:

a) material biolégico relacionado a ureases e/ou seus fragmentos;
b) veiculo aceitavel.

Em uma reahzagao preferencial, a modulagao da atividade compreende
a superexpressao do gene eud.

Em uma realizagéo preferencial, o material blolég|co do orgamsmo que
necessita de prote¢do é qualquer parte da soja.

Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e seréo
descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descrigéo a seguir.

Breve Descrigdo das Figuras
A figura 1 mostra o diagrama da regido do T-DNA do vetor binario

pH7WG2DureU utilizado para a transformagéo de soja (adaptado de Karimi et
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al. 2002). Abreviagées: RB - borda direita do T-DNA, LB - borda esquerda do
T-DNA, hpt - gene da higromicina fosfotransferase, P35S — promotor do gene
35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV), T35S - terminador do gene
CaMV 35S, EgfpER - proteina de fluorescéncia verde potencializada, ProlD -
promotor do gene de raiz loci D, ureU — urease ubiqua da soja, aftB1 e attB2 -
sitios de recombinagéo LR, kb - 1000 pares de bases.

Descri¢do Detalhada da Invencdo
Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma

das inlmeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

Célula transformada

E um objeto da presente invengdo uma célula transformada
compreendendo material biologico transgénico capaz de modular a atividade
de sequéncias relacionadas a urease ubiqua e/ou seus fragmentos.

Material vegetal transgénico

E um objeto adicional da presente invengdo um material vegetal
transgénico compreendendo pelo menos um material bioldgico transgénico
capaz de modUIar a atividade de sequéncias relacionadas a urease ubiqua
elou seus fragmentos.

Em uma realizagao p'referencial o material vegetal da presente inveng&o
é obtldo utlllzando um vetor bIO|OgICO compreendendo pelo menos uma
sequenma nucleotldlca capaz de expressar a urease ublqua elou seus
fragmentos; e pelo menos um promotor adequado.

Método de protecéo celular

E ainda um objeto adicional da presente invengdo, um método de
prote¢do celular compreendendo as etapas de:
a) obter material bioldgico relacionado a ureases efou seus
fragmentos;
b) contactar o material de a) com o material biolégico do
organismo que necessita de protegao.
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Uso de ureases manipuladas geneticamente

A presente invengdo descreve 0 uso de ureases manipuladas
geneticamente contra fungos.
Composigdo para uso agricola

E ainda um objeto adicional da presente invengéo, uma composigao
agroquimica compreendendo:

a) material biolégico relacionado a ureases e/ou seus fragmentos;
b) veiculo agriculturalmente aceitavel.

Em uma realizagio preferencial, a modulagdo da atividade compreende
a superexpressao do gene eu4.

Em uma realizagéo preferencial, o material biolégico do organismo que
necessita de protecéo é qualquer parte da soja.

Urease Ubiqua

A urease ubiqua da presente invengdo compreende uma isoenzima
estrutural, codificada pelo gene Eud. Atualmente se conhece que a urease
ubiqua é comumente encontrada em pequenas quantidades em todos os
érgdos da planta.

Material Biol6gico

O material biolégico util na presente invengao inclui, mas nao se limita
aos elementos como DNA, RNAs e/ou proteinas ou peptideos, inteiros ou
parciais, encontrados em células efou tecidos efou 6érgéos de um organismo
eucarioto efou procarloto Em especnal na presente invengdo é essenmal pelo
menos um matenal biolégico relacionado & urease ubiqua. Em espemal, 0
material biolégico utilizado na construgdo génica da presente invengédo é o
DNA. Em especial, o material biolégico utilizado na modulagdo da atividade
celular da presente invengdo € 0 RNAm e o RNAI.

O material biolégico transgén‘ico da presente invengdo compreende um
material biolégico proveniente de organismo distinto do hospedeiro efou que foi
submetido a um ftratamento artificial fora do hospedeiro, e que foi
posteriormente inserido na planta de estudo. Em uma realizagao preferencial, a
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planta de estudo é a soja [Glycine max (L.) Merr.]. Em uma realizagdo |
preferencial, o material bioldgico transgénico contém os transgenes urel e hpt.
Modulacgo da Atividade

Entende-se por “modulagdo da atividade’ qualquer modificagdo na
expressao de elementos como DNA, RNA e/ou proteinas nas células-alvo e/ou
qualquer modificagdo no comportamento dessas células durante e/ou apés a
expressdo de genes relacionados a ureases nas células-alvo. Em uma
realizagdo preferencial, na presente invengdo a modulagéo da atividade tem o
intuito de promover tanto a superexpressao do gene eu4, quanto o seu
silenciamento. Em especial, na presente invengdo a modulagdo sera com o
intuito de promover a superexpressao do gene eu4.

Veiculo aceitavel

O veiculo aceitavel da presente invencdo compreende qualquer
formulagdo contendo excipientes e carreadores agriculturaimente aceitaveis

bem conhecidos por técnicos no assunto, que proporcionem o desenvolvimento

- de composi¢des convenientes para uso agricola.

Exemplo 1. Realizacao Preferencial

Gene selecionado para o estudo

O gene Eu4 (AY230156), que codifica a urease ubiqua da soja, foi
selecionado para o estudo funcional.
de

Desafio_de_plantas selvagens de soja_com P. pachyrhizi para_estudo

expressao
O experimento de infecgdo por P. pachyrhizi foi realizado em abril de

/

2009, na sede da Embrapa Soja (Londrina, PR). A cultivar de soja Embrapa48
(gendtipo suscetivel a P. pachyrhizi) e o acesso PI561356 (gendtipo resistente)
foram crescidos em casa de vegetac}éo por trés semanas. Durante todo o
experimento as plantas foram mantidas a temperatura de 2012 °C, com
fotoperiodo de 16/8 h luzfescuro, intensidade luminosa de 22,5 pEm?s™” e
umidade relativa de 60 a 90%. As plantas foram inteiramente borrifadas com
suspensado de uredésporos de P. pachyrhizi (concentragio final de 2,6 x 10*
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esporos/mL), coletados a partir de folhas de soja infectada. Plantas controle
foram tratadas com agua. Apds a inoculagdo, todas as plantas foram cobertas
por plasticos para manter a umidade necessaria para a infecgdo. Uma folha de
cada planta foi coletada 1, 12, 24, 48, 96 e 192 h apés a inoculagéo,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80 °C. O
experimento foi realizado com trés plantas/cultivar/tratamento.

Construcéo do vetor de transformagéo

A construcdo contendo a sequéncia completa de 2514 bp do cDNA da
urease ubiqua da cultivar norte-americana de soja Willians 82, clonada em
pGEX4-T2, foi gentilmente cedida ao nosso grupo pelo Dr. Joseph Polacco
(Universidade de Missouri, EUA). A sequéncia completa do cDNA foi
amplificada utilizando primers especificos (Quadro 1). A reagdo de PCR foi
realizada em um volume final de 50 l, contendo 5 i de tamp&o 10x, 1 pl de
dNTPs 10 mM, 2,5 pl de cada primer 10 mM, 1 pl Pfu Tag DNA Polimerase (2,5
U/l - Fermentas), 37 pl de agua milli-Q estéril e 1 pl de plasmideo (10 ng/pl).
As condigbes utilizadas para a polimerizagdo foram: desnaturagdo inicial a
94°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 1 minuto, anelamento a
42 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 3 minuto e extens&o final a 72 °C por
5 min.

O produto de PCR foi clonado em  pENTR/D-TOPO®

(Gateway®Technology, Invitrogen) e, em seguida, recombinado em pH7WG2D

.(Karimi etal 2002). A confirmagéo da integragéo e da orie&ntagéo do gene no

plasmideo foi confirmada por sequenciamento completo do gene da urease, de
parte do promotor e do terminador. A Figura 1 ilustra a regido do T-DNA do
pH7TWG2Durel. As construgdes contendo os fragmentos de interesse foram
mantidas em cepa X-L1 Blue (Stratagene) de Escherichia coli. O vetor
pH7WG2DureU foi transformado em Agrobacterium fumefaciens LBA4404.

Quadro 1. Primers utilizados em PCR.

Alvo Primer Orientagdo Sequéncia

cDNA GmUreU Direta 5'- CACCTTAAAAATGAAACTG -3'
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completo de Eu4 Reversa 5- TTAAAAGAGGAAGTAATTTCG -3’
) 5'- GAGCCTGACCTATTGCATCTCC -
Direta
DNA ot 3
transgénico hpt P 5- GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG
Reversa
3
DNA P35S Direta 5'- CGCACAATCCCACTATCCTT -3’
transgénico §-
ureU Reversa
P35S+ureU ATGCTAGTTCAAGGTTTCCATTCT -3'

Transformag&o genética da soja

Embrides somaticos de soja das cultivares IAS5 e Bragg foram
induzidos a partir de cotilédones imaturos e proliferados conforme descrito por
Droste et al. (2002). Os conjuntos de embrides globulares foram mantidos em
cultura por oito meses, com transferéncia para meio fresco a cada 14 dias.

Os tecidos embriogénicos foram submetidos & transformagdo por
bombardeamento de particulas ou sistema integrado
bombardeamento/Agrobacterium. O bombardeamento foi realizado em
acelerador de particulas de baixa pressao “particle inflow gun” (PIG) descrito
por Finer et al. (1992), utilizando os procedimentos de Droste et al. (2002). A
transformagdo via sistema integrado bombardeamento/Agrobacterium foi
realizada conforme descrito por Droste et al. (2000) com as modificagdes
propostas por Wiebke et al. (2006). Sete placas contendo 15 conjuntos
embriogénicos/placa, com aproximadamente 0,67 mg/conjunto, foram
preparadas para 0 bombardeamento, enqdahto 10 placaé foram utilizadas no
experimento de transformagéo por bombardeamento/Agrobacterium.

Apos trés meses de selegdo em meio de cultura contendo 25 mg/L
higromicina-B, tecidos embriogénicos higromicina-resistentes puderam ser
visualizados e cultivados separadamente em meio fresco sem antibiético para o
estabelecimento de possiveis linhagens que correspondem a eventos
independentes de transformacao.

A histodiferenciagdo, a conversio dos embrides em plantas e a
aclimatacao foram realizadas de acordo com Droste et al. (2002). As plantas
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foram transferidas para vasos contendo 3 kg de solo organico para completo
desenvolvimento em casa de vegetagdo. Plantas derivadas de tecidos
embriogénicos nao transformados, mas submetidos as mesmas condi¢des de
cultura in vifro, foram regeneradas e utilizadas como controle para
caracterizagao molecular e fenotipica, bem como para bioensaios.

Obtencao da progénie

Para andlise da progénie, as sementes Ti, obtidas a partir da
autopolinizagdo das plantas Ty, foram semeadas em vasos contendo 1 kg de
solo orgénico e mantidas em casa de vegetagao.

Analises moleculares

Andlises da expressdo GFP

O monitoramento da integragdo do T-DNA ao genoma vegetal foi
realizado através da visualizagdo da expressdo GFP sob luz azul, em
microscopio de fluorescéncia Olympus® (filtro BP; comprimentos de onde de
excitacdo e emissdo de 488 e 505-530 nm, respectivamente). As imagens
foram obtidas através do software QCapture Pro™ 6 (QImaging®).

Extracdo de DNA
O DNA gendmico das plantas To e T4 foi extraido a partir de tecidos das

folhas pelo método CTAB (Doyle e Doyle 1987) com modificagdes.
Reagéo em cadeia da polimerase (PCR)

Anélises por PCR foram realizadas para confirmagdo da mtegragao
estavel dos transgenes ureU e hpt. Os pnmers foram prOJetados para
amphflcagéo de um fragmento de 512 bp do gene hpt € um fragmento
recombinante de 557 bp resultante da amplificagdo combinada da porgéo 5’ do
promotor 35S com a 3' do gene ureU (Quadro 1).

A reagéo de PCR foi realizada com 2,5 pl de tampao 10x, 1,25 pl de
MgCl, 50 mM, 1 ul de dNTPs 10 mM, 1 pl de cada primer 10 mM, 0,2 pl Taq
DNA Polimerase (5 U/l - Fermentas), 1 Wl de DNA e agua milli-Q estéril para
um volume final de 25 pl. As condigdes utilizadas para a polimerizagéo foram:;
desnaturag&o inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 45
s, anelamento a 52°C por 45 s, extensdo a 72°C 45 s e extenséo final a 72°C
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por 5 min. Todas as reagbes de amplificagdo foram realizadas em um
termociclador Termo Hybaid.

O produto da PCR foi aplicado e resolvido em gel de agarose 1%
contendo brometo de etideo e o resultado foi visualizado em luz ultravioleta.
Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extragdo de RNA total foi realizada com tampao Trizol (Invitrogen).

Aproximadamente 2 pug de RNA livre de DNA foi utilizado para a sintese da
primeira fita de cDNA utilizando a enzima M-MLV para transcricéo reversa
(Invitrogen), de acordo com instrugdo dos fabricantes. O produto da sintese da
primeira fita de cDNA foi diluido 100 vezes. |
PCR em tempo real (RT-gPCR)

As reagdes de RT-qPCR foram realizadas em aparelho StepOne Plus™

rea-time PCR System (Applied Biosystem™). As condigdes de reagdo
seguiram os seguintes parametros: uma etapa de desnaturagéo inicial de 5 min
a 94°C, seguida por 40 ciclos de 10 s a 94 °C, 15sa60°C e 15 s a 72°C. Apds
a amplificagdo, as amostras foram mantidas por 2 min a 40 °C para
reanelamento e, entdo, aquecidas de 55 até 99°C com uma taxa de incremento
de 0.1 °C/s para obtengéo da curva de desnaturagdo. As reagGes foram feitas
em um volume final de 20 pl, sendo os mesmos compostos de 2 pl de tampéo
PCR 10x (Invitrogen), 1.2 ul de MgCl, 50 mM, 0.4 ul de dNTPs 5 mM, 0.4 pl
de cada par de primers especificos 10 uM, 4.95 pl de agua ultra pura, 1.0 pl de
SYBR Green (1:100.000, Molecular Probes Inc.) e 0.05 pl de Platinum Taq
DNA polimerase (5 U/ul, Invitrogen). A este “mix”, adicionou-se: 10 pl de cDNA
(diluigdo 1:100) nas andlises de expressao génica; ou 10 ul de DNA gendmico
em diluigdes seriadas (1:100, 1:1.000 e 1:10.000), para a estimativa do nimero
de cdpias do transgene. Cada reagao de PCR foi realizada em quadruplicata.
Reagtes sem cDNA/DNA foram incluidas em cada placa para controle
negativo.

A temperatura de anelamento de todos os primers foi ajustada para
60°C. Uma lista contendo os primers utilizados nas analises por RT-gPCR
encontra-se no Quadro 2. Dois pares de primers foram projetados para Eu4:
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ureUbiRT1, anela na regido codificante do gene e detecta tanto a expressdo
endégena quanto a transgénica de Eué; ureUbiRT3 anela na regido 3' UTR do
gene Eud e, por isso, detecta apenas a expressdo enddgena desse gene. A
expressdo da PR4 foi utilizada como controle positivo do tratamento com P,

pachyrhizi.
Quadro 2. Primers utilizados nas andlises por RT-gPCR.
Alvo Primer | Diregdo Sequéncia Referéncia
cDNAe Direfa 5'- TGGTGATCAAAGGTGGTGAG -3'
DNA Eud
endégen .
of ureUbiRT1 | Reversa | 5~ GAACTACCAGCCTTGCCAAA -3' _
transgen
e
cDNA Direta 5'- TCACTGTGGACCCAGAAACA -3’
Eud ureUbiRT3
enddgen Reversa | 5-CTTGCTTATTGTTTTTTGCCAAT -3' —
0
cDNA Actll Direta 5'- CGGTGGTTCTAT CTTGGCATC-3' | Jianetal.

Actina ll Reversa | 5'- GTCTTTCGCTTCAA TAACCCTA -3' 2008
cDNA Direta 5'- ATGAATGACGGTTCCCATGTA -3' .

Metallopr | Metallo Libauit et al.
otease Reversa | 5'- GGCATTAAGGCAGCTCACTCT -3' 2008
cDNA FBox Direta 5'- AGATAGGGAAATGTTGCAGGT -3' | Libault et al.
FBox Reversa | §'- CTAATGGCAATTGCAGCTCTC -3' 2008
cDNA PR4 Direta 5- AACCTTACTCATGGCGCAGT -3’ Graham et

PR4 Reversa | 5- TGCTGCACTGATCTACGATTC -3' al. 2003
DNA Direta 5'- TACCTATGATGCCTCCACCA -3’ Schmidt et
Lecina | €@ | Reversa | 5- GAGAACCCTATCCTCACCCA-3' al. 2001

Nas andlises de expressdo génica, os resultados foram obtidos a partir
de uma quantificagéo relativa aos genes referéncia “Actin II’, “F-box protein
family” e “Metalloprotease” através da metodologia 22 descrita por Livak e
Schmittgen (2001). A linha de base foi determinada automaticamente e a “Rn
threshold” foi estabelecida em 2000. O programa StepOne Software v2.
(Applied Biosystem) foi utilizado para analizar os resultados.

A estimativa do nimero de cdpias do transgene por RT-gPCR foi
realizada através da “Quantificacéo relativa pela andlise da curva padrao”
(Shou et al., 2004). Diluigdes seriadas das amostras de DNA possibilitaram a
obtencéo de curvas-padréo relativas, em que sao comparados os valores de Ct
do gene alvo (Eud) e de um gene endégeno (lectina), cujo ndmero de copias é
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conhecido (4 copias em genoma dipléide). Como controle foi utilizado DNA de
plantas selvagens, que apresentam 2 copias de Eud em seu genoma dipléide.
Extrac&o de proteinas totais

O extrato protéico bruto foi obtido a partir de tecidos foliares utilizando o
tampao de extragao descrito por Becker-Ritt et al. (2007), composto por fosfato
de sddio (NaPB) 20 mM, pH 7,5, 1 mM EDTA e 2 mM B-mecaptoetanol. O
extrato de proteinas totais foi quantificado de acordo com Bradford (1976),
utilizando soro de albumina bovina como padréo. Cada amostra foi testada em
triplicata.

Ensaios bioquimicos: atividade ureolitica

A atividade ureolitica de plantas transgénicas foi testada por dois
métodos colorimétricos independentes. Ambos medem a liberagdo de ambnia
no meio, decorrente da degradagéo da uréia pela urease.

No primeiro teste, a solugdo indicadora de urease por mudanga de pH
“seed chip assay” & composta de uréia 6g/L, cresol vermelho 5 mg/L, azida
20% 1 mLL e KH,POJ/K,HPOLEDTA 10 ml/L, pH 7 (Dr. J.C. Polacco,
comunicagao pessoal). Cinco discos foliares de 0,5 cm de didmetro foram
coletados de cada planta e incubados em 1 mL da solugéo indicadora de
urease & 65 °C por 24 h. |

No segundo teste, a mistura de 20 pl de extrato protéico bruto, 10 pl de
uréia 100 mM, 10 pl de PBS 10 X e agua para um volume final de 100 pl foi
inr,:ubado a 37 °C por 45 min. A liberagéo de: amonia foi determinac/ja‘
colorimetricamente por re;u;éo de fenol-hipoclorito (Weatherburn, 1967), e
quantificada em espectrofotometro 595,,. Cada amostra foi testada em
triplicata. Uma unidade de atividade ureasica foi definida como a quantidade de
enzima requerida para liberar 1 umol NHa/mina 37 °CepH7,5.

Andlise fenotipica das plantas transgénicas »

As plantas transgénicas foram avaliadas visualmente quanto ao

crescimento, desenvolvimento floral, fertilidade e germinagédo de sementes.

Bioensaios com fungos

Avaliagao turbidimétrica do crescimento de fungos filamentosos
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Os fungos patogénicos de soja Rhizoctonia solani, Phomopsis sp. e
Fusarium solani, bem como os ndo patogénicos Curvularia lunata and
Penicillium herguei foram testados quanto a sua capacidade de crescimento
em meio contendo o extrato protéico bruto de plantas transformadas e nao
transformadas conforme Becker-Ritt et al. (2007). O experimento foi realizado
em placa tipo Eliza com 96 pogos, com e 3 repeti¢des por planta/fungo. Dez pl
de solucéo de esporos (100 esporos/pl) foram inoculados em 110 pl de meio
batata dextrose (Becton Dickenson Co.), pH7 e incubados a 28 °C por 16 h.
Apos, 50 pl de extrato protéico, contendo 15 ou 30 pg de proteinas totais,
foram adicionados & suspensédo de fungos. Como controles foram utilizados
tampao de extragdo e agua oxigenada 9,5%. As placas foram incubadas a
28°C e a absorbéancia (430 nm) medida em leitor de placa (Spectramax,
Molecular Devices) 0, 24, 36, 48 e 60 horas apos a adigdo das proteinas. O
crescimento dos fungos nas horas 24, 36, 48 e 60 foi calculado
proporcionalmente a absorbancia obtida na hora zero, que foi considerada
igual a um.

Avaliagéo da infeccdo por P. pachyrhizi

A avaliagdo da infecgdo por P. pachyrhizi foi realizada utilizando o
método da folha destacada. Folhas novas foram coletadas de plantas com 2
meses. As folhas foram lavadas trés vezes em agua destilada estéril e cortadas
em pedagos de 5 cm x 5 cm. Cada folha foi posicionada com a face abaxial
voltada pa}a cima em uma placa de petri esté'ril, coberte; com papel filtro
ﬁmedecido. As folhas foram bo/rrifadas com 1 mL de suspensdo de
ureddsporos (1 x10° esporos/ml) e incubadas a 20 °C com fotoperiodo de 12/12
h luz/escuro por 12 dias. O desenvolvimento da doenga foi avaliado através do
nimero fotal de lesdes, de lesdes com pustula, total de pustulas e total de
pustulas abertas.

Andlises estatisticas

O teste-T de Student, reélizado no Microsoft®© Office Excel 2007, foi

utilizado para comparar os dados de expressdo em nivel de mRNA, de
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atividade ureésica e de crescimento de fungos filamentosos. As diferengas
foram consideradas significativas quando p<0,05.

O teste estatistico do chi-quadrado (x) foi aplicado para confirmar o
padrdo de segregacdo Mendeliana esperado (3:1 plantas transgénicas: no-
transgénicas).

Resultados
Perfil de expresséo do gene Euéd em resposta a infecgdo por P. pachyrhizi

Os resultados mostram que, ao longo do periodo de infecgdo por P.
pachyrizy, o gene Eu4 & diferencialmente expresso, em nivel de mRNA,
quando plantas de cultivar susceptivel (Embrapa-48) e acesso resistente
(P1561356) sao comparadas. As plantas do genétipo suscetivel apresentam
uma indugéo significativa da expressao de Eu4 logo no inicio do processo de
infeccdo (1 e 12 h), seguida por uma forte repressao as 24h. Ja no genétipo
resistente, observa-se um perfil de expressao exatamente contrario: represséo
significativa da expressao nas primeiras horas, com forte indugdo 24 h apés a
inoculagdo do patégeno. O perfil de expressdo do gene PR4, cujo padrio de
expressao em respostas a lesdes & conhecido em soja (Graham et al. 2003),
confirmou a validade do experimento.

Obtencéo de plantas transgénicas

Dois experimentos independentes de transformagdo foram conduzidos
com o objetivo inicial de gerar plantas que super-expresssem a urease ubiqua,
visando maior resisténcia a fungos. | ;

Trés meses apés a transformaééo, os tecidos embriogénicos
higromicina-resistentes foram selecionados visualmente, contados e cultivados
separadamente para o estabelecimento e proliferagdo das linhagens
independentes (Tabela 1). Conjuntos de embrifes higromicina resistentes
foram proliferados por um més e, entéo, transferidos para meio de maturagéo.
Um grande numero de embrides sométicos histodiferenciados foi obtido. Os
embrides histodiferenciados foram transferidos para 0 meio de conversio e
deram origem a plantulas bem desenvolvidas que foram transplantadas ex vitro

(Tabela 1). Todas as plantas derivadas de um dnico ponto de crescimento de
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tecido higromicina-resistente foram consideradas plantas clonais. Um total de
30 plantas atingiram a maturidade e floresceram.

5 Tabela 1. Nomero de conjuntos embriogénicos higromicina-resistentes,
de embrides histodiferenciados e de plantas obtidos a partir dos experimentos

de transformagéo.
_ Experimento I
Experimento |
(bombardeamento/
(bombardeamento )
Agrobacterium)
IAS5 Bragg IAS5 Bragg
Conjuntos higromicina-
_ 18 6 5 19
resistentes
Embrides
o _ 283 53 144 475
histodiferenciados
Embrides convertidos em
0 16 19
plantulas
Plantas adultas 26 0 1 3
Plantas com sementes 21 0 0 1

Das 30 plantas obtidas, 22 produziram sementes. Destas, 21 plantas de
10 ASS, representando 3 evenios independentes de transformacao foram obtidaé
a ;/Jartir do bombardeamento e uma de Bragg a pe;rtir do sistema integrado
bombardeamento/Agrobacterium.
Caracterizagéo molecular das plantas transgénicas

A integracéo dos transgenes nos tecidos da soja foi monitorada durante
15 todo o processo de regeneragio através da visualizagdo da expressdo GFP.
A condigdo transgénica de todas as plantas adultas obtidas (30) foi
confirmada por PCR e o nimero de copias extras do gene Eu4 integradas ao
genoma foi obtido por RT-gPCR (Tabela 2).
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Tabela 2. Nimero de copias extras do gene Eu4 integradas ao genoma

das plantas.
Numero de
Método de transformagéo ~ Cultivar Evento L
copias
A1 10-14
A2 ND*
Bombardeamento IAS5
A3 12-14
A8 14
IAS5 4F 1
Bombardeamento/
Agrobacterium 5C 1
Bragg
7E 2-3

* ND - valor ndo determinado.

O nivel de expressdo de mRNA do gene Eu4 em diferentes plantas
transformadas foi determinado por RT-gPCR. Dois pares de primers foram
utilizados, permitindo identificar os niveis de transcritos (nRNA) do gene Eué
enddgeno e do endégenotiransgenes. De acordo com o esperado, em plantas
ndo transformadas, que apresentam apenas o gene endbgeno, observa-se o
mesmo padrdo de expressao para os dois conjuntos de pn'mérs, validando sua
utilizagao. Mesmo entre cultivares, aniveI de expresso nao variou (dados‘rn_éo
apresentad/os). Surpreendentemente, a presenca de cépia/s extras de Eu4
elevou a expressdo da urease em apenas uma planta (evento 5C), em niveis
moderadamente maiores que na selvagem (2,5X mais). A maior parte das
plantas transformadas (eventos A3, A8, 4F e 7E), apresentou uma redugdo na
expressdo do transgene, enquanto que duas plantas mantiveram o mesmo
nivel das plantas selvagens. Entretanto, os niveis de mRNA observados para
Eud endogeno de todas as plantas transgénicas foram menores do que 0s
observados em plantas ndo transgénicas, submetidas as mesmas condicdes
de cultura. O conjunto desses resultados indica que a tentativa de super-
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expressar a urease ubiqua em soja induziu a co-supressdo da expressao do
gene enddégeno e, na maior parte das plantas, também do transgene. A
presenga de um grande nimero de copias extras de Eu4 pode ser uma das
explicagdes do fendtipo co-suprimido.

Testes de atividade enzimética da urease comprovaram os resultados
de expressdo em nivel de mRNA. Os dois testes realizados apontam para uma
atividade ureasica reduzida, como reflexo de menor actimulo da enzima, nas
plantas transgénicas co-suprimidas do Experimento I.

No primeiro teste de atividade ureasica, uma solugéo indicadora de pH
foi utilizada para medir a alcalinidade do meio, determinada pela quantidade de
aménia liberada em fungdo da degradagéo da uréia. A coloragdo rosada indica
a presenga de amdnia. Nas amostras contendo folhas de plantas
transformadas ndo houve mudanga na colorago da solugdo mesmo apds 24 h
de incubagéo. Enquanto que naquelas com folhas néo transformadas, uma leve
pigmentagdo avermelhada foi observada apés 8h. No controle positivo,
contendo sementes que apresentam grande contetido de urease, uma forte
tonalidade rosa foi atingida apds 1 min.

‘No segundo ensaio bioquimico, a atividade ureasica pode ser
quantificada e confirmou o resultado do ensaio qualitativo. A atividade
enzimatica presente nas folhas de plantas ndo transformadas foi comparada
com a de plantas dos eventos A1, A2, A3 e A8. As plantas de todos os eventos
de transformagéo aprgsentaram atividade ureolitica significativamente menor,
inclusive no evento/ A1, que aprésentou niveis totais de mRNA serﬁelhantes
aos das plantas selvagens.

Mesmo apresentando co-supressao, as plantas obtidas representam um
avango no estudo funcional do gene, uma vez que mutantes nulos para urease
ubiqua nunca foram obtidos. Tendo em vista que as ureases s&o
potencialmente multifuncionais, as plantas co-suprimidas representam uma
ferramenta importante para determinagéo das fungdes adicionais a atividade
ureasica.

Andlise de segregacdo na progénie
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Foi realizada a analise de segregacgéo dos transgenes na progénie de
uma planta por evento obtido a partir do Experimento | (Tabela 3). Os dados
observados estédo de acordo com o esperado para o padrdo de segregacéo
Mendeliana.

Tabela 3. Segregacéo dos transgenes na progénie.

Nimero  Nimero

Ndmero
de de
_ Evento de plantas Razéo
Experimento plantas Ty plantas Ty
To T esperada
. GFP/PCR GFP/PCR
analisadas
+
IAS5
I 20 14 6 31 >0,05
A1
IASS
I 20 1 9 3:1 >0,05
A3
IAS5
I 20 12 8 3:1 >0,05
A8
IAS5
20 0 20 - -
NT :

*Os dados foram analisados pelo teste ndo-paramétrico do x"'.

Bioensaios . , .

Foi realizado um bioensaio in vitro para avaliar a atividade antif(ingica de
plantas transgénicas co-suprimidas e super-expressas. A capacidade de
crescimento vegetativo de fungos ndo patogénicos (Curvularia lunata,
Penicillium herguei) e patogénicos (Rhizoctonia solani, Phomopsis sp. e
Fusarium solani) da soja foi avaliada turbidimetricamente.

O extrato protéico bruto das plantas transgénicas, com menores niveis
da urease ubiqua, foi menos efetivo na inibigdo do crescimento dos fungos do
que o extrato de plantas ndo transformadas. Por outro lado, em extrato da

planta transgénica, com niveis aumentados da enzima, observou-se um menor
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crescimento dos fungos apds 60 h, além da auséncia de esporos de C.
gossypie e P.herguei mesmo.apés 10 dias de incubag@o. Portanto, conclui-se
que a falta da urease ubiqua torna as plantas mais susceptiveis, enquanto que
um aumento as torna mais resistentes.

Um segundo bioensaio com folhas destacadas foi realizado para avaliar
a infeccdo de P. pachyrizy em plantas co-suprimidas. O desenvolvimento da
doenga foi observado tanto em folhas de plantas transformadas quanto nas
nao transformadas. O tipo de leséo (TAN) também foi 0 mesmo. Contudo, os
valores registrados para todos os quesitos avaliados (nimero de lesdes, de
lesbes com pustula, de pustulas totais e de plstulas abertas) foram
significativamente maiores para folhas de plantas transformadas, com
menores niveis de urease ubiqua, do que aqueles observados para folhas de
plantas ndo transformadas. Estes dados mostram que a auséncia da urease
causa maior suscetibilidade das plantas aos danos causados pela infecgéo por
P. pachyrhizi.

Nossos estudos do padrao de expressdo do gene Eu4 mostraram que a
urease ubiqua de soja estaria envolvida no mecanismo de resisténcia & P.
pachyrizy. Além disso, bioensaios revelaram que plantas transgénicas, com a
expresséo do gene Euéd co-suprimida, sdo mais suscetiveis a P. pachyrizy e a
todos os fungos filamentosos testados (C. gossypie, C. lunata, P.herguei, F.
solani, Phomosis sp). Uma Unica planta transgénica super—expressando a
urease ublqua foi obtida e apresentou ma|or resisténcia aos fungos
fllamentosos A atividade da urease parece nao ser especifica a um pequeno
grupo de fungos, uma vez que sua presenga/auséncia afetou tanto a
capacidade de infecgdo por fungos necrotréficos quanto por biotréfico. Os
resultados comprovam que esta € uma das proteinas envolvidas no complexo
de resisténcia das plantas e que o aumento de sua expressdo por métodos de
transformagdo pode fornecer uma alternativa para a obtengéo de plantas de
soja, ou outras culturas, mais resistentes a diversos tipos de fungos.
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Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros
variantes, abrangidos no escopo das reivindicagbes anexas.
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Reivindicacoes
CELULA TRANSFORMADA, MATERIAL VEGETAL TRANSGENICO, METODO DE
PROTECAO CELULAR, UsO E COMPOSICAO COMPREENDENDO UREASES

1. Célula transformada caracterizada por compreender material biologico
transgénico capaz de modular a atividade de sequéncias relacionadas a
ureases e/ou seus fragmentos.

2. Célula transformada, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
por apresentar atividade antifingica.

3. Material vegetal transgénico caracterizado por compreender pelo
menos um material bioldgico transgénico capaz de modular a atividade de
sequéncias relacionadas a ureases e/ou seus fragmentos.

4. Material vegetal transgénico, de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado por ser obtido utilizando um vetor biolégico compreendendo pelo
menos uma sequéncia nucleotidica capaz de expressar urease efou seus
fragmentos; e pelo menos um promotor adequado.

5. Material vegetal transgénico, de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado por apresentar atividade antifingica.

6. Método de protegdo celular caracterizado por compreender as etapas
de: | |

a) obter material biolégico relacionado a ureases e/ou seus
, fragmentos; ;o
b) contactar o material de a) com o material biolégico do
organismo que necessita de protegao.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pela
modulagdo da atividade compreender a superexpressdo do gene eud elou
outro gene que codifique urease.

8. Método, de acordo com a reivindicagéo 6, caracterizado pelo material
biolégiéo do organismo que necessita de prote¢do ser qualquer parte da soja
ou outra espécie de planta.
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9. Método, de acordo com a reivindicagéo 6, caracterizado pela protegéo
celular estar relacionada a atividade antifingica das ureases.
10. Uso de ureases manipuladas geneticamente caracterizadas por
serem utilizadas contra fungos.
11. Composi¢ao agroquimica caracterizada por compreender:
a) matérial biolégiéo relacionado a ureases e/ou seus fragmentos;
b) veiculo aceitavel.
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Resumo
CELULA TRANSFORMADA, MATERIAL VEGETAL TRANSGENICO, METODO DE

PROTEGAO CELULAR, UsO E COMPOSIGAO COMPREENDENDO UREASES

A presente invengdo descreve células transformadas compreendendo
material transgénico, material vegetal transgénico, métodos de prote¢do
celular, uso e composi¢do compreendendo ureases.
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