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Ferramentas Biotecnolégicas Aplicadas a Cultura da Soja

A partir década de 60 a agricultura mundial ganhou forga com o emprego de técnicas de
melhoramento genético. Estas técnicas permitiram, através de cruzamentos, o
desenvolvimento de cultivares mais produtivas e adaptadas a diversos ambientes. Em
meados da década de 70, com a descoberta de estruturas e mecanismos moleculares
responsaveis pela expressdo e transferéncia da informacdo genética, as primeiras
ferramentas biotecnolégicas foram desenvolvidas.

Dentre as diversas ferramentas biotecnolégicas hoje disponiveis, o emprego de
Marcadores Moleculares tem desempenhado papel fundamental no auxilio aos
Programas de Melhoramento para o desenvolvimento de variedades com elevada
produtividade, adaptadas a diversos ambientes e resistentes as mais variadas doencas.

Um marcador molecular pode ser definido como toda e qualquer caracteristica
molecular correspondente a regides expressas ou ndo do genoma. Estes permitem
diferenciar dois individuos com base no seu genoma e sdo caracteres herdaveis
(Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A selegéo de individuos com base nas diferengas em nivel de DNA, através do emprego
de marcadores moleculares, pode ser mais vantajosa do que a selegdo baseada nas
caracteristicas visiveis (fenotipos), uma vez que esses marcadores independem do
ambiente e ndo mudam durante o ciclo de vida do individuo. A selegdo baseada em
caracteristicas fenotipicas geralmente apresenta maior sucesso para caracteristicas de
alta herdabilidade, mas nem sempre para as de baixa herdabilidade.

Os marcadores moleculares de DNA podem ser classificados em dois grupos, conforme
a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagdo ou amplificagdo do DNA via
reagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR). O primeiro tipo de marcador amplamente
utilizado, ainda na década de 70, foi baseado na técnica de hibridizacdo. Esses
marcadores foram chamados de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), ou
seja, polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (Botstein et al., 1980).
Essa técnica se baseia no principio de que diferencas no DNA podem resultar em corte
diferenciado do mesmo por enzimas de restricdo. Essas enzimas sao proteinas capazes
de reconhecer seqliiéncias especificas e cortar o DNA nessas posigdes, razédo pela qual
sdo chamadas as “tesouras” da biologia molecular, resultando em fragmentos de DNA
de diferentes tamanhos. A deteccdo dessa variagdo de tamanho é feita através de
sondas especificas (seqUéncias de DNA), que se pareiam a seqUéncias
complementares do DNA do individuo em estudo (hibridizagdo) e sdo marcadas com
algum produto que permita sua visualizagao (radiotividade, fluorescéncia). Outro tipo de
marcador que também se baseia na técnica de hibridizagao séo os minisatélites ou locos
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) (Jeffreys et al., 1985), que foram bastante
utilizados em exames de paternidade em humanos até meados dos anos 90.

Os marcadores baseados na reagao de PCR s&o os mais utilizados atualmente e se
baseiam na amplificagao de fragmentos especificos de DNA, delimitados por iniciadores
(primers), utilizando a enzima DNA polimerase, a mesma que participa na replicagao do
material genético in vivo. Os iniciadores sdo pequenos pedagos de DNA (em geral entre
10 e 30 nucleotideos) e servem como ponto de partida para a polimerase copiar o DNA. A
posicao dos iniciadores é que define a seqiiéncia a ser copiada e o resultado obtido é a
amplificagcdo de um determinado fragmento do DNA em milhdes de cdpias, caso este
esteja presente no genomado individuo.

Dentre os marcadores de DNA baseados na técnica de PCR, destacam-se os seguintes:
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Vos et al., 1995), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions) (Paran & Michelmore, 1993) e microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeat) (Prowell et al., 1996). Enquanto os marcadores RAPD e AFLP usam
iniciadores inespecificos, os marcadores de microssatélites e SCAR utilizam iniciadores
que direcionam a amplificacdo de um fragmento especifico e pré-determinado do
genoma.

Os marcadores podem ser também divididos em marcadores dominantes e marcadores
co-dominantes. Os marcadores dominantes s&o aqueles em que somente uma das
formas pode ser visualizada, significando que individuos carregando dois alelos nao
podem ser diferenciados de individuos que carregam apenas o alelo dominante. Esse é
o caso dos marcadores RAPD, AFLP e em alguns casos os marcadores SCARSs.
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Por outro lado, marcadores co-dominantes sdo aqueles
em que as duas ou mais formas podem ser visualizadas,
como é o caso dos marcadores RFLP, VNTR e
microssatélites.

Entre as principais aplicagdes de marcadores de DNAem
programas de melhoramento de plantas estdo: o
monitoramento e organizag&o da variabilidade genética;
a selecdo assistida por marcadores moleculares; e a
protegdo de cultivares. Ainda podem ser utilizados em
estudos de genética de populagbes, construcdo de
mapas genéticos, mapeamento de lécus de caracteres
quantitativos (QTLs) e andlises de similaridade e
distancia genética (Lend et al., 1990; Padilha et al., 2003;
Reiteretal., 1992 ; Russeal etal., 1997).

Atualmente, marcadores moleculares vém sendo
utilizados intensamente na Embrapa Soja, para o
mapeamento de genes de resisténcia a doencgas,
caracterizagdo de cultivares de soja, estudos de
diversidade genética na soja e em fito e
entomopatdgenos, dentre outras aplicagdes. Marcadores
do tipo microsatélites vém sendo utilizados, por exemplo,
no mapeamento de genes envolvidos na resisténcia a
ferrugem Asiatica da soja, doenca que tem causado
sérios danos a cultura, com a elevagao do custo de
producdo e reducao da produtividade. Esses
marcadores podem ser usados para se fazer a selegcao de
plantas que carreguem genes de resisténcia, como o
caso do marcador AF162283 (Figura 1), que esta ligado
ao gene deresisténcia Rpp4 (Silva etal., 2007).
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FIGURA 1 Selegdo de plantas que carreguem genes de
resisténcia utilizando marcador molecular do tipo microssatélite.
1 - individuo homozigoto apresentando o fendtipo de
susceptibilidade a ferrugem Asiatica da soja; 2 - individuo
homozigoto apresentando o fendtipo de resisténcia a ferrugem
Asiatica da soja; 3 - individuo heterozigoto apresentando o
fendtipo de resisténcia a ferrugem Asiatica da soja.

Um dos principais frutos advindos do emprego das
ferramentas biotecnolégicas é o desenvolvimento de
organismos geneticamente modificados (OGMs), que
passaram a oferecer possibilidades e alternativas
importantes para varios problemas de carater
econdmico, e de melhoria na qualidade de vidahumanae
do meio ambiente.

O processo de introdugédo de construgbes génicas no
genoma de uma espécie, por métodos n&o naturais é
denominado Transformagao. As construcdes genéticas
introduzidas que derivam os organismos geneticamente
modificados (OGMs) podem ser produzidas por pelo
menos trés metodologias para transformagéo: técnicas
envolvendo a introducéo direta do material genético no
organismo (biobalistica), emprego de cepas de bactérias
capazes de transferir genes para plantas (Agrobacterium
sp.) e fusdo celular por métodos nao naturais.

Qualquer construcdo genética utilizada para produzir
OGMs deve apresentar pelo menos trés elementos
basicos: o promotor, que controla a expressdo do
transgene no organismo; a regido codificadora, que
codifica a proteina de interesse; e a regiao terminadora,
que determina o final do processo de transcricdo do
gene. Além disso, pode ser usado um gene marcador que
serve para selecionar as células que, de fato, foram
transformadas. A soja resistente ao herbicida glifosato,
por exemplo, tem como regido reguladora o promotor
35S do virus do mosaico da couve flor (CaMV35S); como
regido codificadora, o gene para a proteina EPSPS de
Agrobacterium tumefasciens, que confere a resisténcia
ao herbicida, e como regido terminadora, o terminador do
gene da nopalina sintase (NOS), também de
Agrobacterium (Figura 2).
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FIGURA 2 - Representagédo da construcdo presente na soja
resistente ao herbicida glifosato. Regido promotora 35S do
virus do mosaico da couve flor, peptideo de transito de Petunia,
gene que codifica a proteina EPSPS, que confere a resisténcia
ao herbicida, e o terminador do gene da nopalina sintase
(NOS).

Atualmente a Embrapa Soja vem empregando técnicas
de transformacgao génica por biobalistica para introdugao
de construgdes génicas visando a obtencao de plantas
tolerantes a seca (Figura 3). Esta técnica é caracterizada
pela aceleracao do fragmento de DNA, ligado a particulas
de ouro ou tungsténio, contra o tecido a ser transformado,
utilizando para tal um equipamento conhecido como
Acelerador de Particulas ou Revdlver de Genes ou Gene
Gun.



FIGURA 3 - Sistema para transformagéo em soja pela técnica de
biobalistica.

As plantas transformadas com construgbes que visam
tolerancia a seca estdo sendo testadas para verificar a
eficiéncia da estratégia molecular empregada. A analise
destes eventos quanto a aspectos fisiolégicos, como taxa
fotossintética e de transpiracao, condutancia estomatica e
eficiéncia fotossintética, em experimentos conduzidos em
casa de vegetagdo, revelou que as plantas GM
responderam mais eficientemente as condi¢cdes de
estresses a que foram submetidas (Figura 4).
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FIGURA 4 - Plantas de soja transgénica contendo a construcao
génica para tolerancia a seca (direita) e ndo transgénicas
(esquerda), sob estresse hidrico (2,5% de Umidade
Gravimétrica no solo).

Além deste evento transgénico, a Embrapa soja, em
parceria com outras empresas, ja langou variedades
geneticamente modificadas (GM) que apresentam
resisténcia ao herbicida glifosato, e, atualmente, ja vem
testando em experimentos de campo novos gendtipos
GMs tolerantes a herbicidas do grupo imidazolinonas.
Nestes dois ultimos casos, a introdugao do transgene nas
variedades da Embrapa se deu por cruzamentos
convencionais com cultivares ja contendo o transgene.

A adogdo das técnicas de transformacdo para
transferéncia de genes entre as espécies cada vez mais
vem se intensificando. Muitos novos eventos
transgénicos vém sendo desenvolvidos e testados nos
ultimos anos, principalmente por grandes empresas do
setor privado. Dentre estes eventos podemos citar soja e
algodao com resisténcia a herbicidas e insetos, diferentes
eventos de milho tolerantes a insetos, batata com
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resisténcia a virus, arroz com alto teor de vitamina A,
tomate com amadurecimento tardio, entre outros.
Aidentificagdo de genes e dos mecanismos moleculares
envolvidos nas respostas aos mais variados tipos de
estresses, bidticos ou abidticos, constitui uma poderosa
ferramenta para o desenvolvimento de novas estratégias
de controle. Neste sentido, técnicas relacionadas ao
estudo da Expressao Diferencial de Genes, em
resposta a determinado tipo de estresse, como
Microarranjo de DNA, Bibliotecas Subtrativas de cDNA e
PCR quantitativo, tem sido as principais ferramentas
empregadas pela Embrapa Soja para a elucidagédo dos
mecanismos moleculares envolvidos nas respostas a
seca e a infecgdo dos principais fitopatdgenos que
acometem a cultura, como Phakopsora pachyrhizi, que
causa a ferrugem Asiatica da soja, e nematdides
(Heterodora glycines, Meloidogyne spp.).

Técnicas para analise diferencial da expressao de genes
utilizam principalmente como alvo de estudo os
transcritos (moléculas de RNAm), que s&o sintetizados
pelo individuo durante o estresse, em comparagdo com
aqueles produzidos na auséncia do mesmo. A analise
global dos transcritos de um organismo expressos em
situacOes especificas constitui uma das areas da era
Genbmica, também conhecida como Transcriptémica.
Os transcritos presentes apenas na situacdo de
presenga do estresse, ou seja, diferencialmente
expressos, sao potencialmente codificados por genes
que participam de rotas metabdlicas que respondem ao
estresse. Como conseqliéncia, é possivel a identificagao
de genes ou rotas metabdlicas cruciais para o fenétipo de
tolerancia ao estresse. Aidentificagdo destes genes e/ou
rotas metabdlicas amplia as possibilidades do
desenvolvimento de estratégias moleculares para
tolerdncia ou resposta eficiente ao estresse, por
exemplo, pela utilizacdo de genes principais a reposta
como marcadores para selec¢ao de individuos tolerantes,
e até mesmo estratégias para a criacdo de cultivares
transgénicos resistentes/tolerantes por transformagao
direta de plantas.

Um exemplo desse tipo de estudo é a analise da
expressdo diferencial de genes de soja frente a
inoculacdo por Phakopsora pachyrhizi, pela técnica de
microarranjo. Amostras de RNAmensageiro (RNAm) dos
dois acessos, nas situagdes de presenga e auséncia do
patdgeno, foram isoladas e hibridizadas com uma lamina
contendo cerca de 36.000 sequéncias génicas de soja
fixadas. Como os transcritos isolados em cada tipo de
tratamento sdo marcados com diferentes corantes, é
possivel verificar a hibridizagdo diferencial dessas
moléculas de RNAmM com os seus respectivos
fragmentos complementares presentes na lamina. Da
analise destes 36.000 genes, foi possivel identificar
genes que sd0 expressos apenas ha condicdo de
infeccdo com o fungo da ferrugem no gendtipo
resistente, incluindo alguns homdlogos a fatores de
transcricdo, que sao proteinas capazes de regular
(ativando ou inibindo) a expressao de outros genes que
foram apenas induzidos no genétipo resistente apos a
infecgao com o patodgeno (Van der Mortel et al., 2007).

A analise da expressao diferencial de genes pode ainda
ser realizada utilizando como alvo de estudo o produto
final da expressdo génica, ou seja, as proteinas
expressas, bem como metabdlitos especificos derivados
das rotas metabdlicas ativadas pelo tipo de estresse. O
estudo da expressdo génica ao nivel de proteina é
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denominado Protedbmica, e o de metabdlitos de
Metabolémica.

Independente da técnica adotada, as analises de
expressao diferencial de genes, principalmente
envolvendo as técnicas de microarranjos de DNA,
construgédo e sequenciamento de bibliotecas de cDNAs,
geram uma quantidade imensuravel de dados, que
necessitam de ferramentas de Bioinformatica para
serem analisados e interpretados.

A rapida expansao do volume de dados de sequéncias
biolégicas (nucleotideos e proteinas) nos ultimos anos,
produzidas pela automatizagdo do sequenciamento de
DNA, e o acumulo de outras informacdes como dados de
expressdo de genes e proteinas, interagdes moleculares,
perfil metabdlico, estruturas moleculares, filogenia, entre
outros, constituem uma significativa demanda por
recursos de manipulagdo e analise computacional cada
vez mais modernos e especializados (Binneck, 2006).
Para o desenvolvimento desses recursos, surgiu a
bioinformatica, uma nova area técnico-cientifica
multidisciplinar que faz a interface entre matematica,
estatistica, ciéncia da computagdo, tecnologia da
informagdo e biologia, e se baseia na a utilizagdo de
recursos da informatica para aquisigao, processamento,
armazenamento, recuperagao, analise, distribuicdo e
interpretacdo da informagdo relacionada com as
macromoléculas biologicas; DNA, RNA e proteinas
(Benton, 1996; Luscombe et al, 2001; Prosdocimi et al,
2003). A bioinformatica é imprescindivel para que todo o
volume de informacéo biolégica possa ser convertido em
um melhor conhecimento da estrutura, fungdo e
variabilidade dos genes nas plantas, de modo que a
aplicagao desse conhecimento possa levar a descoberta
de novas estratégias para melhorar a capacidade
produtiva das cultivares nas diferentes condigbes de
cultivo, garantindo a produgao de alimentos e energia no
futuro.

A publicagao da seqiiéncia genémica completa de duas
plantas modelo, Arabidopsis (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000) e arroz (Goff et al, 2002; Yu et al, 2002), ja
tem contribuido para o entendimento dos processos que
sdo conservados em todos os eucariotos, a identificacao
de genes especificos de plantas e um melhor
entendimento da fungao de varios genes, mas o desafio
maior agora € a aplicagdo dessas novas informagdes no
melhoramento de plantas de uma maneira rapida e
sistematica. Os genomas de outras culturas importantes
estdo sendo atualmente sequienciados, como € o caso do
milho (Messing & Dooner, 2006; Chan et al, 2006), € mais
recentemente foi anunciado o seqlenciamento do
genoma da soja (Jackson et al, 2006).

As grandes metas do melhoramento genético hoje séao
obter resisténcia a doengas e insetos pragas, adaptacao
aos estresses ambientais e melhoria da qualidade
nutricional (Aragdo, 2003). O longo tempo para o
desenvolvimento de novas cultivares com algumas
dessas caracteristicas pelos métodos de melhoramento
classicos, que envolvem a introgressao convencional de
novos genes a partir de gendétipos silvestres, pode ser um
ponto limitante (Castro et al, 2006). Nesse contexto, a
utilizacdo da biotecnologia moderna com as aplicagbes
das ciéncias genbmicas e das ferramentas da
bioinformatica, podem ser de grande auxilio,
considerando que essas tecnologias tém revolucionado

profundamente as perspectivas e a velocidade de
utilizagdo do conhecimento bioldégico na obtencéo de
cultivares mais adaptadas e mais produtivas.

Um conhecimento detalhado das interacbes entre a
planta e o agente causal da infecgdo/dano devera
possibilitar o desenvolvimento e incorporagdo de
resisténcias mais duraveis a muitas doencgas e pragas.
Essas novas abordagens de controle, suportadas pela
informagao obtida a partir de estudos genémicos, sera
importante tanto para aumentar a produtividade das
culturas como para reduzir a degradagdo ambiental ou
mesmo a presenca de residuos nos alimentos,
problemas que podem estar associados com as praticas
agrondbmicas tradicionais, utilizando fungicidas e
inseticidas.

Questbes especificas demandadas pelos diferentes
desafios da pesquisa biotecnoldogica podem ser
abordadas optando-se, hoje, com o auxilio da
bioinformatica, por fazer uma analise computacional
inicial a partir das informagdes disponiveis em bancos
de dados biolégicos (Dicks, 2000) para direcionar e
selecionar as estratégias experimentais, com
consideravel economia financeira e de tempo. Esses
procedimentos podem ser extremamente efetivos na
aceleragcédo da obtengao dos resultados e descobertas
cientificas desejados. Além disso, muitas descobertas
cientificas estao sendo feitas simplesmente pela analise
sistematizada dessas fontes de informacdo, que nao
param de aumentar (Galperin, 2007). Entretanto, essas
informagdes estdo espalhadas em multiplas fontes,
impossibilitando que se obtenha diretamente a
informacao requerida, sendo necessaria, em um
laboratério voltado para a pesquisa avangada em
biotecnologia de plantas, a existéncia de estrutura
computacional e competéncia profissional na area de
bioinformatica para converter esses dados complexos e
heterogéneos em dados Uteis, informagao organizada e
sistematizada conforme as necessidades de cada linha
de pesquisa. Problemas assim determinam que cada
vez mais as instituicdes que desenvolvem pesquisa na
area da biotecnologia fagam investimentos na area de
bioinforméatica (Binneck, 2004).
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