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RESUMO

A soja (Glycine max) uma commodit de extrema relevancia econémica para o Brasil, que é
constantemente afetada por patégenos, principalmente os fungicos, comprometendo de
forma expressiva a produtividade e a qualidade dos graos. Entre as doencgas fungicas
destaca-se a popularmente conhecida como mofo branco, causada pela Sclerotinia
sclerotiorum, um patégeno hemibiotréfico, capaz de induzir a necrose tecidual causando
perdas consideraveis no campo. Diante desse cenario, uma das estratégias utilizadas para
contornar esse problema e gerar plantas mais produtivas e resistentes € por meio do uso
de ferramentas biotecnolégicas como a transformacado genética. Neste trabalho, foi
avaliado o efeito da expressdo de uma construgdo quimérica, PG-PGIP, que une um
fragmento de uma poligalacturonase fungica de Fusarium phyllophilum (PG), fundido com
um gene que codifica para uma proteina inibidora de poligalacturonase de Phaseolus
vulgaris (PGIP). Essa estratégia baseia-se na interagédo entre a PG fungica e PGIP vegetal,
que favorece a geragao de oligogalacturonideos (OGs), fragmentos de pectina presente na
parede celular das plantas, capazes de atuar como DAMPs (Damage-Associated Molecular
Patterns) amplificando respostas de defesa e possivelmente tornando as plantas mais
resistentes. Foram caracterizados dois eventos transgénicos independentes, PG-PGIP 2.23
e PG-PGIP 1.45, quanto a inser¢cdo gendmica do transgene, a progresséo de lesdo de S.
sclerotiorum e o perfil de expressao de genes marcadores de vias hormonais de defesa,
incluindo acido salicilico (AS) e a acido jasmonico (AJ). O evento PG-PGIP 2.23 apresentou
uma redugéo significativa do desenvolvimento das lesdes necréticas causadas pelo fungo,
tanto nos bioensaios ex vivo quanto in vivo. Esses resultados associados com as
modulag¢des observadas das vias do AS e AJ, sugerem um ajuste fino no balango hormonal,
resultando em plantas mais robustas imunologicamente. Em contrapartida, o evento PG-
PGIP 1.45 apresentou um comportamento heterogéneo entre as progénies, com maior
suscetibilidade nos bioensaios contra o fungo, além de diferencas marcantes nos perfis de
expressao génica das vias de defesa. Esses resultados demonstraram que a estratégia PG-
PGIP possui potencial para fortalecer a imunidade de plantas, mas que a eficacia é
dependente da integracdo adequada do transgene no genoma para que ocorra o
desenvolvimento de eventos transgénicos com desempenho agrondémico adequado e
benéfico para o produtor e 0 meio ambiente.

Palavras-chave: Glycine max, Sclerotinia sclerotiorum, gene quimérico, PG-PGIP,
Resisténcia a doencgas.
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is a commodity of extreme economic relevance for Brazil and is
constantly affected by pathogens, specially fungal ones, which significantly compromise
productivity and grain quality. Among fungal diseases, one of the most notable is the
popularly known white mold, caused by Sclerotinia sclerotiorum, a hemibiotrophic pathogen
capable of inducing tissue necrosis and causing considerable losses in the field. Given this
scenario, one of the strategies used to overcome this problem and generate more productive
and resistant plants is the use of biotechnological tools such as genetic transformation. In
this work, the effect of expressing a chimeric construct, PG-PGIP, was evaluated. This
construct combines a fragment of a fungal polygalacturonase from Fusarium phyllophilum
(PG) fused with a gene encoding a polygalacturonase-inhibiting protein from Phaseolus
vulgaris (PGIP). This strategy is based on the interaction between the fungal PG and the
plant PGIP, which favors the generation of oligogalacturonides (OGs)—pectin fragments
present in plant cell walls that can act as DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns)
thereby amplifying defense responses and potentially making plants more resistant. Two
independent transgenic events, PG-PGIP 2.23 and PG-PGIP 1.45, were characterized
regarding genomic insertion of the transgene, the progression of S. sclerotiorum lesions,
and the expression profile of marker genes from hormonal defense pathways, including
salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA). The PG-PGIP 2.23 event showed a significant
reduction in the development of necrotic lesions caused by the fungus in both ex vivo and
in vivo bioassays. These results, together with the observed modulation of the SA and JA
pathways, suggest a fine-tuning of the hormonal balance, resulting in plants with stronger
immune responses. In contrast, the PG-PGIP 1.45 event exhibited highly heterogeneous
behavior among progenies, with greater susceptibility in bioassays against the fungus, as
well as marked differences in gene expression profiles of defense pathways. Overall, these
results demonstrate that the PG-PGIP strategy has potential to strengthen plant immunity.
However, its effectiveness depends on proper transgene integration into the genome to
enable the development of transgenic events with adequate agronomic performance,
benefiting both producers and the environment.

Keywords: Glycine max, Sclerotinia sclerotiorum, Chimeric gene, PG-PGIP, Disease
resistance.
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1. INTRODUGCAO

A economia brasileira é fortemente vinculada ao comércio exterior, exportando uma
variedade de bens para todo o mundo. Atualmente, o Brasil é o terceiro maior exportador
de produtos agropecuarios (Conferéncia da Agricultura e Pecuaria do Brasil, 2020; Trade
Map ITC, 2024). Em 2025, as exportagdes do agronegdcio brasileiro atingiram US$ 169,2
bilndes, o que corresponde a um aumento de 3,0% em relacdo aos US$ 164,3 bilhdes
registrados em 2024 (Ministério da Agricultura e Pecuaria, 2026). Entre os produtos
comercializados a soja € a mais expressiva. Em 2025, mais de 108 milhdes de toneladas
foram exportadas, representando um crescimento superior a 11% em comparagao com
2024, refletindo em um ganho de US$ 43,5 bilhdes (Comex Stat, 2025; Roberto Samora,
2026).

No entanto, as condigdes climaticas adversas e as cada vez mais complexas adaptagdes
de pragas prejudicam consideravelmente a produgao de alimentos e causam consideraveis
prejuizos financeiros. Nesse contexto, o melhoramento genético de plantas € uma
ferramenta necessaria para garantir tanto o aumento da produtividade quanto reduzir os
danos causados por diversos patdogenos nas lavouras (Lin et al.,, 2022). Pois além de
oferecer avangos importantes nos estudos sobre os mecanismos de defesa das plantas, o
cultivo de culturas transgénicas reduziu os custos de produgéo e aumentou sensivelmente

a produtividade agricola mundial nas ultimas duas décadas (Raman, 2017).

A soja (Glycine max) é uma planta de grande importancia para o Brasil e uma das principais
culturas industriais do mundo, devido a quantidade de proteinas e 6leo presentes nos graos
(Baianu et al., 2012). Além da sua importancia nutricional, o impacto econémico da soja é
expressivo, sendo o principal produto de exportacao brasileiro (Frente Parlamentar da
Agropecuaria, 2021). No entanto, a produtividade da soja é afetada por diversos estresses
bidticos, por ser susceptivel a diversos microrganismos patogénicos, ocasionado uma
perda econdmica significativa, que em grande parte esta associada a danos, causadas
principalmente por fungos fitopatogénicos (Bandara et al., 2020).

Dentre as doengas fungicas, conhecidas popularmente como podridao branca da haste ou
mofo branco, ocasionada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, responsavel por produzir um
micélio branco de aspecto semelhante a algodao, frequentemente em hastes e ramos, de
dificil erradicagao (Godoy, 2014). S. sclerotiorum é um fungo de vida majoritariamente

necrotréfico que se espalha por todo o caule principal, causando branqueamento e
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fragmentagao do tecido e murchamento severo (Bolton et al., 2006), € um dos fitopatdégenos
com alta relevancia fitossanitaria, além de ser economicamente prejudicial ao cultivo da

soja (Moellers et al., 2017).

As interagdes entre microrganismos, fitopatogénicos e as plantas sao capazes de modular
o sistema imune inato das plantas por meio dos mecanismos induzidos pelos préprios
organismos (Pieterse et al., 2014). As interagdes entre as moléculas efetoras do patégeno
com os receptores das plantas hospedeiras acionam respostas que incluem a morte celular
programada e a imunidade sistémica (Adam et al., 2018). Ha também o reconhecimento do
patégeno de forma indireta pela interrupgao da homeostase celular, causada por fatores de

viruléncia codificados por patdgenos (Jones & Dangl, 2006a).

A imunidade inata das plantas depende de uma ampla gama de estratégias de defesa,
baseadas nas caracteristicas estruturais da planta, como a degradag¢ao da parede celular
e na capacidade da planta de detectar o dano e ativar respostas de defesa (Bent & Mackey,
2007). Muitos patdgenos, para acessarem os tecidos vegetais, secretam enzimas que
degradam a parede celular da planta, entre elas a poligalacturonase (PG), que sao capazes
de hidrolisar a homogalacturonase, principal componente da pectina, um dos constituintes
da parede celular, degradando-a completamente em acido galacturénico, um mondémero
que nao ativa resposta imune (Lionetti et al., 2010). Essas PGs sao fatores de viruléncia
conhecidas de fungos fitopatogénicos e algumas isoformas demonstraram ser necessarias
para a patogenicidade de algumas espécies de fungos, como a Sclerotinia sclerotiorum
(Kars et al., 2005).

As plantas desenvolveram mecanismos de protecdo que neutralizam a acao das
poligalacturonases, como algumas familias de genes que codificam proteinas inibidoras de
PGs (PGIPs - do inglés “polygalacturonase-inhibiting proteins”) (Federici et al., 2006). Os
PGIPs inibem a atividade das PGs e favorecem o acumulo de fragmentos de
homogalacturonano, chamados oligogalacturonideos (OGs), que atuam como padrbes
moleculares associados a danos (DAMPs — do inglés “Damage-associated molecular

pattern”) (De Lorenzo et al., 2001).

Os OGs sao moléculas sinalizadoras reconhecidas por proteinas receptoras pertencentes
a familia das quinases associadas a parede celular e desencadeiam um amplo sistema de
defesa transcricional (Brutus et al., 2010), além de estarem relacionados ao aumento da

expressdo de genes relacionados a defesa como PAD4 EDS1 e NPR1, reguladores-chave
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da resisténcia a patdégenos e CYP83B1, CYP79B2, PAD3 e PAL1, que codificam enzimas

para a biossintese de metabdlitos secundarios (Denoux et al., 2008a).

Estudos anteriores, demonstraram que OGs aplicado topicamente ou inserido
exogenamente conseguiu inibir o crescimento de patégenos (Cervone et al., 1989; Galletti
et al., 2008a). Baseado nesses resultados, Benedetti e colaboradores (2015), testaram a
hipétese de que OGs sao gerados em plantas transgénicas por inibi¢do parcial de PGs do
patogeno pela enzima PGIP produzida pelo hospedeiro. Na qual um gene quimérico que
codifica uma PG fungica (de Fusarium phyllophilum) foi fundido com um gene que codifica
uma PGIP vegetal (de Phaseolus vulgaris L.), e expresso em plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana. Neste trabalho foi demonstrado que a expressao da construcéo
quimérica PG-PGIP resultou na producéo in vivo de OGs que puderam ser detectados por
analise de espectrometria de massa. As plantas transgénicas que expressaram O gene
quimérico sob controle de um promotor induzivel por B-estradiol foram mais resistentes aos
fitopatégenos fungicos e bacterianos como Botrytis cinerea, Pectobacterium carotovorum e
Pseudomonas syringae (Benedetti et al., 2015). Esses dados forneceram fortes evidéncias
para a hipotese de que OGs liberados in vivo atuam como um sinal DAMP para
desencadear a imunidade da planta e sugerem que a liberagdo controlada dessas
moléculas apds a infecgdo pode ser uma ferramenta valiosa para proteger as plantas contra

doengas infecciosas, seja causada por fungos ou por bactérias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi a obtengdo de plantas de soja geneticamente
modificadas que expressam o gene quimérico PG-PGIP, sob controle de dois promotores,
um constitutivo (35SCaMV), e outro, induzivel, da prépria soja (Quitinase - CH), e avaliar
quanto a maior tolerancia ao fungo S. sclerotiorum, além de analisar as provaveis
modulag¢des na expressao das vias hormonais relacionadas a defesa (via do acido salicilico
e via do acido jasmonico).

2.2 Objetivos especificos

1 — Construir 2 vetores plasmidiais para expressar o gene sintético e quimérico PG-PGIP
em plantas de soja, sob controle de 2 promotores (35SCaMV e Quitinase), juntamente com
0 gene marcador de selecdo ahas mutado de Arabidopsis thaliana, que confere tolerancia
ao herbicida imazapyr.

2 — Gerar plantas transgénicas de soja (To) expressando cada uma das construgdes
obtidas, pelo sistema biobalistico, utilizando o herbicida imazapyr como agente seletivo.

3 — Realizar a caracterizagdo molecular das plantas transgénicas obtidas (To), bem como
de sua progénie (T1) por Southern blot e por PCR.

4 — Analisar a tolerancia das plantas transgénicas obtidas via bioensaios, in vivo e ex vivo,
contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum.

5 — Avaliar se ha uma expressao diferencial dos genes relacionados a via de defesa da
planta, como a via do acido salicilico e a via do acido jasmdnico.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Soja (Glycine max (L.) Merr.)

A soja (G. max ) (2n = 40) é classificada taxonomicamente como pertencente a ordem
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, género Glycine W. e espécie Glycine

max (Hildebrandt et al., n.d.).

E uma planta leguminosa, na qual as principais variedades comerciais apresentam caule
piloso, raiz com um eixo principal e muitas ramificagbes, suas folhas sdo trifolioladas
pinadas, possuem flores de fecundacéo autonoma, papilionacea tipica (brancas, roxas ou
intermediarias) com um calice tubular de cinco sépalas desiguais e uma corola composta
por cinco partes, os estames estdo agrupados ao redor do estigma que garante a
autopolinizagdo, desenvolvem vagens constituidas por duas metades que se desenvolvem
a partir de um unico carpelo que envolve o léculo onde as sementes, de uma a cinco
sementes por vagem, sao formadas (Nepomuceno et al., 2021; Hildebrandt et al., n.d,;
Zhang et al., 2018).

O crescimento das variedades de soja pode ser do tipo indeterminado (sem racemo
terminal), determinado (com racemo terminal) ou semideterminado (intermediario), ja a sua
estatura varia, dependendo das condi¢gées do ambiente e da variedade, ficando entre 60 e
110 cm. A floragéo da soja responde ao nictoperiodo, ou seja, de acordo com a duragéo da

noite (Nepomuceno et al., 2021).

Segundo algumas pesquisas, acredita-se que a soja cultivada moderna foi domesticada na
Asia, mais especificamente no Leste Asiatico a partir da soja selvagem (Glycine soja Sieb.
& Zucc.), entre 6.000 e 9.000 anos atras (Burton, 1997; Carter et al., 2004). Documentag¢des
de natureza literaria relatam que o cultivo da soja era praticado durante a dinastia Shang,
na China, de 1700 a 1100 a.C., o que coincide com a origem da agricultura chinesa
(Hymowitz, 2008). No continente americano a primeira referéncia sobre a introducéo da
soja data de 1765 no Estado da Georgia, EUA (Hartman et al., 2011), enquanto no Brasil a
primeira referéncia académica da soja ocorreu em 1882 por Gustavo D’utra no Estado da
Bahia, onde foram realizados os primeiros estudos com essa espécie no Pais (Bonato &
Bonato, 1987).
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Ao longo do século XX, a soja tornou-se uma commodity agricola estratégica devido ao
aumento da demanda global por 6leo vegetal e farelo proteico (Hartman et al., 2011;
Hymowitz & Shurtleff, 2005). O Brasil emergiu como um dos maiores produtores mundiais,
respondendo por uma parcela substancial da produgéo global, impulsionado pela expansao
das areas de cultivo e pelo aumento da produtividade (FAOSTAT, 2023; Hiroshi et al.,
2014).

Essa elevada capacidade produtiva brasileira é sustentada por uma combinacéao de fatores,
incluindo condigdes climaticas favoraveis em regides tropicais e subtropicais, o
desenvolvimento de cultivares adaptadas ao fotoperiodo, a capacidade intrinseca da soja
de estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, o que reduz
significativamente a necessidade de fertilizagdo nitrogenada e favorece a produgdo em
larga escala, além do aquecimento do mercado internacional ocorrido na década de 1970,
que, posteriormente, avangou para o mercado interno, o estabelecimento de parque
industrial de processamento de soja, maquinas agricolas e insumos e os baixos valores da

terra, devido a ampliagédo da fronteira agricola (Bezerra et al., 2015; Santos et al., 1999).

Por conta disso, o Brasil investe massivamente em tecnologias e inovacédo desde o século
passado, para fortalecer a produgéo nacional da soja, tornando-se possivel a produgao da
cultura em todas as regides do pais. Isso vem refletindo na produtividade alcangadas nos
ultimos tempos, como a safra de 2025/2026 que esta estimada a ter uma area cultivada de
48.672,6 mil hectares, o que corresponde a 2,8% superior ao da ultima safra, além disso, a
producao estimada é de 176.124,4 mil toneladas, 2,7% superior a da safra 2024/25. Tais
numeros indicam uma possibilidade de conquistar um recorde nesta safra (Companhia

Nacional de Abastecimento, 2026).

Mesmo em constante expansdo, o cultivo de soja enfrenta obstaculos que atingem
diretamente a produtividade e causam expressivos prejuizos financeiros. Um dos fatores
que mais causam impactos negativos a plantacdo de soja sdo 0s micro-organismos
fitopatogénicos, principalmente os fungicos, como Septoria glycines (Mancha parda),
Cercospora kikuchi (Mancha purpura), Colletotrichum truncatum (Antracnose), Phakopsora
pachyrhizi (Ferrugem asiatica) e Sclerotinia sclerotiorum (Mofo branco) (Hosseini et al.,
2023).

Considerando a necessidade de uma grande produgéo de alimentos devido ao aumento da

populagao, e os crescentes desafios advindos das adaptag¢des das pragas e o alto custo de

21



fungicidas, urge a necessidade de unir esforcos para encontrar novas estratégias para

realizar um manejo agricola eficaz e mais sustentavel.

3.2 Sclerotinia sclerotiroum (Lib.)

S. sclerotiorum € um fungo fitopatogénico causador da doenga popularmente conhecida
como Mofo branco. Esse fungo € capaz de infectar mais de 400 espécies de plantas em
todo o mundo, incluindo culturas importantes como a soja e inumeras ervas daninhas,
provocando destruigcao rapida do tecido do hospedeiro de forma nao discriminatéria (Boland
& Hall, 1994; Liang & Rollins, 2018). O fungo é classificado como pertencente ao filo
Ascomycota, saccharomyceta, subfilo Pezizomycotina, leotiomyceta, sordariomyceta,
classe Leotiomycetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae, género Sclerotinia e

espécie Sclerotinia sclerotiorum (NCBI Taxonomy Browser, n.d.).

O alto potencial reprodutivo, o0 numero extenso de hospedeiros aliado a capacidade de
sobrevivéncia a longos periodos tornou esse fungo uma das pragas mais ameacgadoras da
agricultura. Estima-se que mais de 10 milhdes de hectares de area produtiva de soja no
Brasil estejam infestados por S. sclerotiorum (Embrapa, n.d.), caso medidas de manejo nao
sejam adotadas corretamente a reducéo de produtividade pode chegar a 70% (Embrapa,
2022). Em 2024, os produtores de soja dos EUA sofreram uma perda estimada em mais de
26,1 milhdes de bushels (Unidade de medida de volume para produtos agricolas secos,
equivalente a 35,24 litros) devido a doenga. (AgriBusiness Global, 2025). Ja no Brasil, a
safra de 2024/25 da Regido Sul do pais o mofo branco foi uma das doengas fungicas de

maior incidéncia (Companhia Nacional de Abastecimento, 2024).

Visto que, tal fungo possui uma ampla gama de hospedeiros, ndo existem sintomas unicos
que sejam comuns a todas as plantas infectadas por esse fungo. As folhas geralmente
apresentam lesdes de aspecto umido que se expandem rapidamente e se propagam pelo
peciolo até o caule. Os caules de algumas plantas infectadas podem desenvolver
inicialmente lesGes escuras, enquanto em outros hospedeiros ocorre o aparecimento de
lesdes encharcadas. As lesdes geralmente evoluem para tecidos necroticos que,
posteriormente, desenvolvem um micélio branco e fofo, que sdo o sinal mais evidente de

plantas infectadas com esse fungo fitopatogénico (Bolton et al., 2006).
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Quando infectadas, hortalicas tornam-se completamente invendaveis, graos e oleaginosas
infectadas sofrem com a redugdo do peso, numero e/ou qualidade das sementes,
resultando em perdas econOmicas substanciais (“Disease Management,” 2008). Uma vez
iniciada a doenga no hospedeiro, a infecgao pode se espalhar para plantas adjacentes por

meio do contato planta a planta (Bolton et al., 2006).

O ciclo de vida de S. sclerotiorum é ancorado principalmente pela formacao do esclerodio,
a principal estrutura de sobrevivéncia a longo prazo, podendo chegar a 8 anos, mesmo em
condigdes ambientais adversas (Abawi & Grogan, 1979). O esclerddio pode germinar direta
(miceliégena, a partir do micélio) ou indiretamente (carpogénica, com a produgao de
apotécios) (Figura 1), a primeira pode ser desencadeada por exsudatos radiculares e o
micélio proveniente de esclerddios presentes no solo pode iniciar diretamente a infeccao
nas raizes e na base do caule (Ekins et al., 2002). J&4 a germinacdo carpogénica 0s
esclerddios produzem ascos que liberam ascésporos, transportados pelo vento, infectam
as partes aéreas, como caules, folhas, flores e frutos (Bolton et al., 2006). Estudos
anteriores demonstraram que S. sclerotiorum esquiva-se, inibe e/ou suprime as respostas
de defesa basal do hospedeiro antes de matar e destruir as células hospedeiras (Hossain
et al., 2023).
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Figura 1 Representagcédo esquemaética do ciclo de vida do fungo Sclerotinia sclerotiorum em soja (Hossain et
al., 2023). O ciclo da doenca inicia-se com os esclerddios, estruturas de sobrevivéncia do fungo que
permanecem no solo ou nos restos das culturas apés a colheita. Esses esclerddios podem germinar de duas
formas: formando micélio, que infecta diretamente as raizes, ou formando apotécios, que liberam ascésporos
capazes de infectar raizes, peciolos, caule, flores e vagens. A infeccao provoca sintomas como podriddo de
folhas, caule, flores e vagens, além de murcha e podriddo basal do caule. Durante o desenvolvimento da
doencga, novos esclerddios sdo produzidos nos tecidos infectados e retornam ao solo com os residuos da
cultura, garantindo a sobrevivéncia do fungo e reiniciando o ciclo da doenca.

S. sclerotiorum foi um patdégeno aceito amplamente como um fungo necrotréfico, pois a
doenca envolve a morte das células hospedeiras e a subsequente absor¢ao de nutrientes
por meio da liberagdo de toxinas como o acido oxalico e enzimas degradadoras de parede
celular (Bolton et al., 2006), além de numerosas enzimas liticas, incluindo endo e
exopectinases, celulases, hemicelulases e proteases (Hossain et al., 2023). No entanto,
evidéncias recentes determinaram que o fungo se classifica como hemibiotrofico, pois no
inicio da infecgcdo, assim que o S. sclerotiorum penetra na cuticula, a disseminag¢ao nao

causa necrose das células hospedeiras, ha um breve periodo de desenvolvimento biotréfico
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nas lacunas apoplasticas, a qual ocorre a supressao das reagdes de defesa da planta, e

posteriormente o inicio da necrose das células hospedeiras (Liang & Rollins, 2018).

O mecanismo de viruléncia de S. sclerotiorum (Figura 2) comega apos a penetragdo na
célula hospedeira pelo fungo com a produgéo de enzimas degradadoras de parede celular,
como as poligalacturonases, responsaveis pela degradagdo da pectina, que acabam
liberando DAMPs (Talmo & Ranjan, 2025). Posteriormente, os DAMPs s&o reconhecidos
por receptores de reconhecimentos de padrées (PRRs — do inglés “pathogenesis-related
proteins”), que iniciam as cascatas de sinalizagdo, ativando fatores de transcrigdo
resultando na sintese de genes relacionados a defesa, como as proteinas inibidoras de
poligalacturanases (De Lorenzo et al., 2001), e na sinalizagdo hormonal, como a via do

acido salicilico (Jones & Dangl, 2006b).
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Figura 2 Representagcao esquematica dos mecanismos de viruléncia de S. sclerotiorum e as respostas de
defesa em soja, adaptado de (Talmo & Ranjan, 2025). Apo6s a penetracédo no tecido vegetal, S. sclerotiorum
inicia o processo de infeccdo com a producdo de enzimas degradadoras da parede celular, como as
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poligalacturonases (PGs), resultando em uma diminuicdo da estabilidade celular e produzindo DAMPs que
sao reconhecidos por PRRs da célula hospedeira, processo que da inicio a uma cascata de sinalizagao. A
ativagcdo dos fatores de transcricdo resulta na sintese de genes relacionados a defesa e na sinalizagéao
hormonal. Genes que codificam proteinas relacionados a defesa, como as proteinas inibidoras da
poligalacturonase (PGIPs), séo sintetizados e transportados para a parede celular, onde se ligam as
poligaturonases (PGs) inibindo parcialmente sua funcdo. Por outro lado, S. sclerotiorum sao capazes de
produzir efetores que inativam PGIP (SsPNE1), agravando a degradagéo celular. Outros produtos importantes
na infeccao de Sclerotinia incluem a produgéo de pequenos RNAs (sRNAs), responsaveis por inibir genes de
defesa dos hospedeiros, acido oxalico, acido fumarico, que inibem diversos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Outra estratégia de defesa do hospedeiro é a producdo de proteinas GLPs, que facilitam a
producdo ROS, além da ativagdo da via do fenilpropanoide responsavel por produzir varios compostos
relacionados a defesa, incluindo acido cinamico, acido benzoico e acido ferulico, que tém atividade inibitéria
sobre o crescimento e desenvolvimento de S. sclerotiorum. A lignina produzida pela via do fenilpropanoide
fornece defesa estrutural na parede celular, retardando a entrada do patégeno. As antocianinas, também
provenientes da via do fenilpropanoide, possuem propriedades antioxidantes, degradando espécies reativas
de oxigénio e diminuindo a taxa de morte celular programada (PCD — do inglés “Programmed Cell Death”).
As glicerolinas, um isoflavondide especifico da glicina (presente na flor da soja), sdo produtos da via do
fenilpropanoide e demonstraram desempenhar um papel vital na defesa contra S. sclerotiorum, embora o
mecanismo ainda seja desconhecido. Por fim, via do fenilpropanoide é também uma das vias metabdlicas em
plantas que produzem acido salicilico, que reforgam a parede celular, exercem atividade antifingica e regulam
a resposta imune; a producdo de AS também ocorre nos cloroplastos, mediada por receptores sensiveis ao
calcio (CAS) ativados por alteragdes de Ca?* ou pela percepgdo de PAMPs como quitina, embora o efetor
SsITL fungico interfira nesse processo ao se associar as proteinas CAS. A sinalizagdo hormonal é
adicionalmente modulada pelo acido abscisico (ABA), induzido por ROS, que redireciona a dindmica
hormonal, promovendo AS que é antagonizando AJ.

3.3 Sistema Imune das plantas

Diante do ataque de patdgenos, como S. sclerotiorum, as plantas sdo capazes de detectar
com precisdo e enviar sinais em tempo habil, para responder adequadamente as mais
diferentes estratégias patogénicas, implementando diversos mecanismos de resposta de
defesa multidimensional (Wang et al., 2019). As respostas normalmente comegam pelo
reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) e Padrdes
Moleculares Associados a Danos (DAMPs) por meio de receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs) situados na superficie das células vegetais resultando em dois tipos de
respostas, a primeira uma imunidade desencadeada por PAMPs denominada PTI (do inglés
“Pattern-Triggered Immunity”), considerada uma resposta mais basal (Wang et al., 2019).
Por sua vez, os patdgenos bem-sucedidos utilizam efetores que interferem na PTI e
contribuem para a viruléncia desses organismos, resultando em uma suscetibilidade
desencadeada por efetores (ETS — do inglés “Effector-Triggered Susceptibility”). As plantas
por sua vez podem reconhecer os efetores pelas proteinas de defesa da familia NB-LRR (
do inglés “Nucleotide-Binding Site - Leucine-Rich Repeat”), proteinas cruciais para a

primeira linha de defesa das plantas que atuam na detec¢ao de efetores de patégenos e no
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inicio de respostas de defesa, como a resposta de hipersensibilidade, resultando em uma
imunidade desencadeada por efetores (ETI — do inglés “Effector-Triggered Immunity”),
caracterizada por resposta mais robustas e duradouras (Jones & Dangl, 2006a; Ngou et al.,
2022).
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Figura 3 Modelo integrado da imunidade vegetal baseado nas interagdes entre PTl e ETI, adaptado de (Yuan
et al., 2021). A imunidade desencadeada por padrbes (PTI) é ativada pelo reconhecimento de PAMPs e/ou
DAMPs por receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), constitui a primeira linha de defesa contra
patégenos. A intensidade da PTI é regulada negativamente por mecanismos enddgenos de controle
(“Breaking mechanisms”), que evitam a hiperativacdo da resposta imune. Durante a infecgdo, patdégenos
secretam efetores capazes de suprimir a PTI, caracterizando a suscetibilidade desencadeada por efetores
(ETS) e resultando em interagbes compativeis, ou seja, a planta ndo consegue se defender adequadamente.
Por outro lado, esses efetores podem ser reconhecidos por receptores intracelulares do tipo NLR (do inglés
— “Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor”), ativando a imunidade desencadeada por
efetores (ETI). Diferentemente de modelos classicos, a ETl ndo atua como uma via independente, mas
promove a amplificacéo e restauragédo da PTI por meio da regulagdo positiva de seus componentes, elevando
a resposta imune acima do limiar necessario para resisténcia efetiva. Dessa forma, o resultado da interagao
planta-patégeno é determinado pelo balango entre a supressdo da PTlI mediada por ETS e sua
potencializacdo via ETI, sendo que interagdes compativeis estdo associadas a predominancia de ETS,
enquanto interagdes incompativeis resultam da acdo combinada de PTl e ETI.
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Apobs a infecgao por S. sclerotiorum, alguns elicitores desse fungo podem induzir a planta
hospedeira a produzir uma resposta imune contra esse patdégeno invasor, como o SCFE1
(elicitor 1 do filtrado de cultura de Sclerotinia), um elicitor em S. sclerotiorum que evoca
respostas imunes desencadeadas por PAMPs e detectado por RLP30 (proteina semelhante
a receptor 30) (Zhang et al., 2013). Ha também certas proteinas como as da familia de
proteinas cerato-platanina (CP), que séo exclusivas de fungos (Yang et al., 2018), que
atuam também como PAMPs induzindo a expressao de genes de defesa, a sintese de ROS

e a morte celular local semelhante a resposta de hipersensibilidade (RH) (Frias et al., 2011).

No entanto, durante a infeccdo, certos patdégenos, como S. sclerotiorum, produzem
proteinas conhecidas como poligalacturonases (PGs), responsaveis por hidrolisar as
ligagdes a-(1-4) da homogalacturonana da rede de pectina na parede celular da planta,
expondo a celulose e a hemicelulose para posterior degradagao por hemicelulases e
celulases, mecanismo ativado para dar o inicio da infecgdo (De Lorenzo et al., 2001;
Kalunke et al., 2015). As plantas por sua vez, produzem certas proteinas que inibem a
atividade despolimerizante da pectina pelas PGs, chamadas de proteinas inibidoras de
poligalacturanases (PGIPs), que sao altamente especificas, tendo como alvo tipos
particulares de PGs, direcionam o processo de degradacao completa da pectina da parede
celular vegetal para a formagédo de OGs (D’Ovidio et al., 2004; Kalunke et al., 2015). Tais
moléculas atuam como padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) acionando uma
ampla gama de respostas de defesa (Ferrari et al., 2013) como o acumulo de fitoalexinas
(Davis et al., 1986), produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Galletti et al., 2008b)
e modulagdes das vias de sinalizagdo envolvendo etileno, acido salicilico (AS) e acido
jasmonico (AJ) (Denoux et al., 2008b).

3.4 Oligogalacturonideos (OGs)

Os oligogalacturonideos (OGs) sao um dos DAMPs de plantas mais bem caracterizados,
responsaveis por desencadear, em diversas espécies vegetais, uma ampla gama de
respostas de defesa. Sabe-se que os OGs sao liberados das paredes celulares vegetais
apos a degradacdo parcial da Homogalacturonana (HG) por poligalacturonases (PGs)
microbianos durante infecgdes (Davis et al., 1986). A atividade de sinalizagdo dos OGs é

uma clara indicacdo de que as plantas desenvolveram mecanismos para monitorar a
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degradacao do HG para a deteccao precoce de lesdes teciduais (Ferrari et al., 2013), ja
que a pectina € um dos componentes mais externo da célula vegetal e, portanto, esta entre
as primeiras estruturas a serem alteradas durante uma tentativa de invasdo por patégenos

ou quando a parede celular sofre uma ruptura por estresse (Ridley et al., 2001).

De forma geral os OGs bioativos, sao fragmentos de acido d-galacturénico ligados por a-
(1,4) com um grau de polimerizagao (DP) de 10 a 15 residuos, que surgem apdés a ruptura
da parede celular onde a homogalacturonana é clivada pela PG, cuja agdo é modulada pela
PGIP para produzir e acumular OGs, sendo possivel desencadear respostas imunes apos
o devido reconhecimento por células vegetais (Figura 4) (Benedetti et al., 2015; Degli
Esposti et al., 2025). As PGIPs atuam reduzindo significativamente a eficiéncia dos PGs
fungicos limitando a degradagédo de HG e prolongando a meia-vida dos OGs, de modo a

protelar a progressao fungica (Kalunke et al., 2015).

Cell Wall Components =
I’
H ironan > '
Pectin ~’ Rhamnogalacturonan | ’
Rhamnagalacturonan |1 7
-
4
E——4 i i
e Cellulose — B-(1,4)-linked glucan PG o/
Xyloglucan
W Hemicellulose -| Glucomannan ROS
\ Heteroxylan
Mixed-linkage glucan
O wooc
o O, MAPK
oMo ooc CASCADE
0,
HO
Cell Wall OH oK OGs INDUCED

OLIGOGALACTURONIDES GENES

DAMPs
HORMONAL
RESPONSE

SN

Pattern Recognition Receptors

Figura 4 Esquema simplificado da via de sinalizagdo dos oligogalacturonideos (OGs) (Degli Esposti et al.,
2025). A ilustragao representa a liberagdo de DAMPs da parede celular vegetal (OGs) por meio da agdo do
complexo PG-PGIP, que cliva o homogalacturonana. Os OGs s&o reconhecidos pelas PRRs presente na
superficie celular vegetal que desencadeiam cascatas de sinalizagdo, como MAPK, e resultam em produgao
de ROS, ativagdo/repressao transcricional e produgdo de fitormdnios, implicando em um aumento na
resisténcia a patdégenos.

Um exemplo muito estudado durante varios anos é a interagao entre a PG de Fusarium

phyllophilum, fungo ascomiceto, e a PGIP de Phaseolus vulgaris, feijao comum (Benedetti

29



etal., 2013, 2015; Casasoli et al., 2009). A recente analise estrutural do complexo PG-PGIP
confirmou que as PGIPs vegetais além de alterar a afinidade da PG fungica a pectina,
convertem esse fator de patogenicidade em uma enzima que desencadeia respostas de
defesa, promovendo a produgao e o acumulo de OGs com um grau de polimerizagéo (DP)
entre 10 e 15 (Xiao et al., 2024).

Os OGs ativam multiplas vias hormonais em plantas, sendo o AJ (acido jasmonico) e o AS
(acido salicilico) fundamentais para sua fungéo. Na literatura os OGs regulam positivamente
genes envolvidos tanto na via do acido jasménico quanto na via do acido salicilico,
demonstrando sua capacidade de orquestrar um amplo espectro de respostas de defesa
(Denoux et al., 2008b; Gravino et al., 2015; C. Liu et al., 2023).

Em estudos anteriores, tratamentos com OGs em Arabidopsis thaliana detectaram uma
regulagao positiva de genes essenciais para a biossintese e sinalizagao do AJ (Davidsson
et al., 2017). No entanto, os OGs s&o mais associados como reguladores das respostas
imunes mediadas pelo AS em plantas de soja, incluindo tanto a ativagdo das vias de
biossintese quanto a sinalizacdo do AS. Essa ativagdo imunoldgica frequentemente
envolve a regulagao positiva de genes como pr1, marcador de defesa mediada por AS
(Gravino et al., 2015).

3.5 Vias de defesa hormonais de acido salicilico (AS) e acido jasménico (AJ)

Os horménios vegetais sdo reguladores centrais da imunidade das plantas. Os principais
horménios envolvidos nessa regulagao sao o acido salicilico (AS), o acido jasménico (AJ),
o etileno (ET) e o acido abscisico (ABA). Cada horménio regula sua propria via, mas
também interagem umas com as outras em uma complexa combinagdo de interagdes
cooperativas, antagbnicas e/ou amplificadoras (Aerts et al., 2021). As duas vias de defesa
mais estudadas s&o as reguladas pelo acido jasmdnico e pelo acido salicilico, consideradas
a base da parte do sistema imunolégico regulada por horménios (Wasternack & Song, 2017;
Y. Zhang & Li, 2019).

Sabe-se que a percepcao local dos sinais de perigos como DAMPs ou PAMPs inicia com

respostas imunes sistémicas, mediadas por horménios relacionados a defesa, como o acido
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salicilico ou o acido jasmoénico, que apesar de desempenharem papéis distintos sao

complementares (Kim & Lim, 2023; Vega-Munoz et al., 2020).

O acido salicilico (AS, acido 2-hidroxibenzoico) foi relatado pela primeira vez como indutor
de resisténcia a doengas em plantas em 1979 (White, 1979). Posteriormente o papel
essencial do AS na resisténcia sistémica adquirida (RSA) foi demonstrado utilizando plantas
transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) que expressavam a enzima degradadora de
AS, salicilato hidroxilase (NahG) (Gaffney et al., 1993). Atualmente é amplamente aceito
que o AS seja sintetizado a partir de duas possiveis vias, a via ICS, isocorismato sintase, e
a via PAL, fenilalanina aménia-liase, ambas partindo do corismato (Figura 5) (Lefevere et
al., 2020).
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Figura 5 Representacdo esquematica das duas possiveis rotas de biossintese do acido salicilico em plantas,
adaptado de (Lefevere et al., 2020). Ambas as vias partem do corismato, a primeira, a via do isocorismato
sintase (ICS), onde o corismato & convertido em isocorismato (IC) nos plastideos, posteriormente é
transportado para o citosol pelo transportador EDS5 (do inglés “Enhanced Disease Susceptibility 5”), depois
a proteina PBS3 (do inglés “AvrPphB Susceptible 3”) catalisa a conjugac¢éo do IC ao glutamato produzindo
isocorismato-9-glutamato, que espontaneamente se converte em AS, porém a proteina EPS1 ( do inglés
“Enhanced Pseudomonas Susceptibility 1”) aumenta a conversado do isocorismato-9-glutamato em AS. A
segunda via, da fenilalanina aménia-liase (PAL), o corismato é convertido prefenato pela enzima corismato
mutase (CM), que existe tanto no cloroplasto quanto no citosol, posteriormente é transformado em
fenilalanina, essa por sua vez é convertida em acido trans-cindmico pela proteina PAL, depois a enzima AIM1
(do inglés “Abnormal Inflorescence Meristem 1”) oxida o acido trans-cinamico formando o acido benzoico e
por fim o acido salicilico é formado pela hidrolizagdo por meio de uma enzima hipotética, BA2H (BA-2-
hidroxilase).
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Recentemente foi constatado que em soja o AS ativa predominantemente genes ligados a
resisténcia sistémica adquirida e a sinalizacdo de defesa. De forma geral os genes
responsivos ao AS foram ativados apds o ataque de patdgenos biotréficos, sendo
representantes desses genes responsivos genes como de proteinas relacionadas a
patogénese (pr), sintetases de acil-acido amido Gretchen Hagen 3 (gh3) e algumas

isoformas de pal1 (que codifica a fenilalanina amoénia-liase) (Beyer et al., 2021).

O ataque de patégenos, regula positivamente a produgéao do AS, controlada em parte pela
transcricdo do gene da enzima biossintética do AS, a isocorisato sintase 1 (ICS1), que
medeia a expressao induzida ou a ndo expressao dos genes relacionados a patogénese 1
(npr1) e genes relacionados a patogénese (PR), como pr1 e pr2, resultando em um estado
de defesa aprimorado conhecido como resisténcia sistémica adquirida (RSA) (Cameron et
al., 1999; Glazebrook, 2005).

Por outro lado, alguns estudos relacionaram a expressao de outros genes em resposta aos
horménios vegetais como os membros da familia de genes gh3 que originalmente eram
referidos como uma familia de genes responsivos a auxina, no entanto, foi observado que
nem todos os membros respondem a esse horménio (Hagen & Guilfoyle, 1985). Ha
evidéncias que os genes gh3 sdo componentes-chave da maquinaria hormonal que
regulam o crescimento e o desenvolvimento em resposta a estresses bidticos e abibticos
(Fu etal., 2011). Recentemente foi demonstrado que a expresséo do gene gh3 foi altamente
ativada pelo AS em plantas de soja sendo inclusive considerado um gene marcador
confiavel de AS (Beyer et al., 2021). Alguns estudos sugerem que GH3 possa também
mediar a comunicagdo metabdlica entre as vias de respostas a auxina e ao AS (Westfall et
al., 2016). Plantas transgénicas superexpressando gh3 acumularam altos niveis de AS e
aumentaram a expressdo de pr1 em tecidos locais e sistémicos em resposta a
Pseudomonas syringae (Z. Zhang et al., 2007). Tais estudos corroboram com a afirmagéao
que GH3 regula positivamente a resisténcia a doengas dependente de AS (Jagadeeswaran
et al., 2007; Nobuta et al., 2007).

Investigacdes anteriores observaram que apds a infecgao por patégenos, as atividades da
L-fenilalanina aménia-liase (PAL) em plantas de soja selvagens resistentes foram reguladas
positivamente em comparagao com as plantas susceptiveis (K. Zhang et al., 2020). Em

Arabidopsis, a via da ICS é a mais importante, enquanto a via da PAL parece ser mais
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importante para o acumulo de AS em arroz (Wang et al., 2024). A contribuicdo igual de
ambas as vias € uma possibilidade também para algumas plantas, como ocorre em soja
(Lefevere et al., 2020).

Por outro lado, o acido jasmoénico apesar de ser um sinalizador de diversos processos do
desenvolvimento, como crescimento de raizes e parte aérea, germinagao de sementes e
senescéncia (Wasternack & Song, 2017) também & muito associado a resposta ao estresse
bidtico e abiotico (Sun et al., 2011). Porém, em plantas de soja, a via do AJ ao contrario da
via do AS néo foi observada uma ativagcao durante a infecgéo por patégenos biotroficos mas

sim durante a herbivoria (Beyer et al., 2021).

O AJ é originalmente sintetizado a partir de um acido graxo w-3 chamado acido linoleico
(ALA). A reacdo se inicia quando as fosfolipases separam fosfolipidios como o acido
linolénico (18:2; numero de carbonos: numero de ligagdes duplas na cadeia acil) e o acido
a-linolénico (18:3) das membranas dos cloroplastos (Bargmann et al., 2009). O
metabolismo oxidativo dos acidos graxos poli-insaturados da origem a um grupo de
compostos, conhecidos por oxilipinas, que desempenham diversas fungcées em plantas,
sendo o mais conhecido e estudado o acido jasménico (Howe & Schilmiller, 2002). A
biossintese da maioria dos oxilipinas vegetais € iniciada pela familia de enzimas
lipoxigenase (LOX), que adiciona uma molécula de oxigénio na posicéo 9 ou 13 da cadeia
C18 dos acidos linoleico e linolénico (Rowley et al., 2016). Analises bioquimicas detalhadas
ja mostraram que os produtos hidroperoxidos, compostos organicos contendo o grupo
funcional perdxido (-OOH), da reagao catalizada pela LOX podem ser metabolizados em
uma variedade de oxilipinas por diversas enzimas, incluindo aleno 6xido sintase (AOS) e
hidroperoxido liase (HPL) (Feussner et al., 2001; Grechkin, 1998).

A via AOS direciona o acido 13-hidroperoxi-linolénico (13-HPOT), produto da oxidagao do
acido a-linolénico (um acido graxo 6mega-3) pela acdo de enzimas lipoxigenases, para a
formacao de jasmonatos (Figura 6) (Howe & Schilmiller, 2002).Ja a via HPL da via 13-LOX
leva a formacéao de aldeidos C6 e acidos graxos w-ceto C12. O produto C12 derivado do
acido linolénico é o precursor da traumatina, um composto associado com a cicatrizagao
de feridas (Zimmerman & Coudron, 1979). Ha também evidéncias indicando que os
produtos aldeidicos de cadeia curta da via 13-HPL desempenham papéis importantes nas
defesas contra patdgenos microbianos e insetos (Bate & Rothstein, 1998; Vancanneyt et
al., 2001). Estudos recentes evidenciaram que existe competicdo entre os ramos HPL e
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AOS na via 13-LOX do metabolismo de oxilipinas em soja (Figura 6), revelando que a
regulagao positiva de HPL resulta em uma diminui¢ao de acido jasmdnico (Y. Wang et al.,
2020).
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Figura 6 Representagao da via 13-LOX do metabolismo do acido linolénico, adaptado de (Howe & Schilmiller,
2002). O acido 13-hidroperoéxi-linolénico (13-HPOT) gerado pela 13-LOX é metabolizado em aldeidos C6 e
acidos graxos w-ceto C12 pela HPL (em preto). Alternativamente, a via AOS direciona o 13-HPOT para a
formacao de jasmonatos (em vermelho), um intermediario 12,13-EOT (acido 12,13-epodxi-octadecatrienoico)
gerado pela AOS é convertido pela AOC (aleno 6xido ciclase) em 12-OPDA. Posteriormente 12-OPDA é
reduzido pela OPR (12-OPDA redutase) produzindo OPC-8:0 (acido 3-oxo-2-[2'-pentenil]-ciclopentano-1-
octanoico), que é subsequentemente transformado em AJ por trés ciclos de 3-oxidagéo. Por fim a JMT (do
inglés “JA carboxil metiltransferase”) catalisa a formacéo de MeJA (metil jasmonato).

Além disso, a regulacao precisa entre as vias de sinalizagcao de defesa das plantas € uma
caracteristica importante na modulacdo da defesa contra diversos estresses bidticos e
abidticos resultando em uma resposta mais assertiva (Pieterse et al., 2012), por exempilo,
a indugédo da via AJ pode reprimir a resposta ao AS (Uppalapati et al., 2007) e,
inversamente, o acido salicilico suprimir a sinalizacéo do acido jasmoénico (Van der Does et

al., 2013). Nesse contexto, a analise da modulagdo das vias de AS e AJ em plantas
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transgénicas que expressam PG—PGIP é uma ferramenta para compreender se a liberagao
aumentada de OGs é capaz de reprogramar o balango hormonal e potencializar respostas

de defesa, contribuindo assim para o aumento da resisténcia a patogenos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Construgéo de vetores para expressao constitutiva e induzivel do gene quimeérico
PG-PGIP.

As sequéncias dos genes PGIP de Phaseolus vulgaris e PG de Fusarium phyllophilum,
cedidas pelo pesquisador Felice Cervone da Universidade de Roma "La Sapienza", foram
inseridas in silico em vetores distintos, ambos partindo de um mesmo vetor N° GS65676-2-
PZF351-RNAi do banco de dados da empresa EPOCH Inc (USA). Um sob controle do
promotor 35SCaMV (Cauliflower Mosaic Virus) e outro sob controle do promotor induzivel
por patdégenos, quitinase, da propria soja. Ambos possuem o0 gene ahas mutado de
Arabidopsis thaliana, sob controle do promotor e do terminador do proprio gene ahas. Este
gene confere resisténcia aos herbicidas da classe das imidazolinonas, entre eles o
imazapyr, o qual foi utilizado como marcador de selegado. Os vetores foram sintetizados pela

empresa Epoch Inc (USA).
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Figura 7 Representacao dos vetores plasmidiais e estrutura tridimensional da proteina quimérica PG-PGIP.
(A) vetor p35S PG-PGIP, contendo a regidao promotora 35SCaMV, o gene sintético PG-PGIP, regiao
terminadora OCS e o gene ahas mutado de Arabidopsis thaliana; (B) pCH PG-PGIP, contendo a regiao
promotora Quitinase (CH- Sigla em inglés “Chitinase”) de (Glycine max), o gene sintético PG-PGIP, regido
terminadora OCS e o gene ahas mutado de Arabidopsis thaliana; (C) Estrutura da proteina quimérica PG-
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PGIP mostrando o peptideo sinal de secrec¢do para o apoplasto (em rosa), o fragmento do inibidor de PGs de
Phaseolus vulgaris (PvPIGP2) (em verde escuro), o ligante composto por trés residuos de alanina (em
amarelo) e o fragmento de PG de Fusarium phyllophilum (FvPG) (em verde claro).

4.2 Transformacgao genética de Escherichia coli via eletroporagao.

Os vetores sintetizados foram utilizados para a transformagao bacteriana de E. coli.
Linhagem DH10-B eletrocompententes preparadas conforme protocolos estabelecidos na
literatura (Aragado & Rech, 2015). A eletroporacéo foi realizada com um pulso elétrico de
alta voltagem usando um eletroporador do modelo MicroPulser (Bio-Rad), conforme
especificado pelo fabricante. Imediatamente apds o pulso elétrico, meio LB pré-aquecido
foi adicionado as cubetas para permitir a recuperacido das células. As suspensodes foram
incubadas a 37 °C por 1 h sob agitagcéo. As células transformadas foram selecionadas em
meio Luria-Bertani (LB) gelificado com os antibidticos apropriados, streptomicina e
ampicilina, e posteriormente cultivadas em meio LB liquido contendo os agentes seletivos,

sob agitacao, durante 18 horas a 37°C para posterior extragdo do DNA plasmidial.

4.3 Amplificagdo do plasmideo por meio de Maxipreparagdo de DNA plasmidial

(Maxiprep)

O DNA plasmidial contendo a sequéncia de interesse foi posteriormente extraido e
purificado das culturas de E. coli via Maxiprep, conforme descrito pelo protocolo (William &
Sambrook, 2001), onde as células bacterianas transformadas com o plasmideo de interesse
cresceram em 500mL de meio LB liquido contendo os antibidticos apropriados. Apds o
crescimento, as culturas foram submetidas a centrifugacao para obtencao do pellet, seguida
pela ressupensao das células bacterianas com a solugao | (Tris-HCI 25nM, EDTA 10mM,
Glucose 50mM) posteriormente outras duas etapas foram realizada, a primeira para a lise
celular Solugao Il (NaOH 200mM, SDS 1%) e a ultima para neutralizagdo com a Solugéo |l
(KC;H30, 5 M, CH;COOH 2M). Apds essas etapas, as amostras foram centrifugadas para
remocao de detritos celulares e os sobrenadantes contendo o DNA plasmidial foram

recuperados. As amostras resultantes foram diluidas em agua MilliQ, quantificadas
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utilizando o NanoDrop e ajustadas para a concentracgao final de 1ug/pL para serem usadas

na transformacgao genética de soja.

4.4 Transformagao genética de Glycine max

Para a transformagédo genética de soja (cultivar BRS7980) os embrides de sementes
maduras desinfestadas foram extraidos com auxilio de bisturi e lupa para a exposicdo da
regiao meristematica. Posteriormente, os embrides foram acomodados em placas de Petri
contendo meio de bombardeamento (sais MS, 30 g/L de sacarose, 8 g/L de Phytagel, pH
5,7) para em seguida realizar os experimentos de biobalistica, onde os vetores construidos
foram bombardeados, utilizando um acelerador de particulas, sobre o meristema apical de
hastes somaticas embrionarias, conforme descrito anteriormente (Rech et al., 2008). Nesse
processo microparticulas de tungsténio foram adicionadas em 6ug de DNA juntamente com
50uL de CaCl2 2,5 M e 20 pL de espermidina 0,1 M sendo homogeneizado suavemente. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente sob a agitagdo lenta durante
aproximadamente 20 minutos. Apds esse periodo a solugao foi centrifugada a velocidade
maxima por 15 segundos e o sobrenadante descartado, posteriormente, foi adicionado ao
pellet 150 yL de etanol absoluto, sendo vigorosamente agitado e centrifugado em
velocidade maxima por 15 segundos e novamente descartando o sobrenadante. Por fim,
adicionou-se 25 L de etanol absoluto e homogeneizou-se vigorosamente, sendo sonicado
com a frequéncia de 40 kHz e poténcia de 100 W durante 3 segundos. Aliquotas foram
distribuidas na regido central de cada membrana carreadora, previamente posicionada no
suporte de membrana. Os discos contendo as microparticulas cobertas com DNA foram
colocados em uma placa de Petri com silica e alocadas dentro de um dessecador por 15
minutos. Em seguida, foi realizado o bombardeamento através de um acelerador de
particulas com pressdo de gas hélio de aproximadamente 1200 psi. Apds o
bombardeamento os embrides permaneceram durante a noite em meio de inducido de
germinagao contendo BAP (6-benzilaminopurina) no escuro, em seguida passaram para o
meio de selecdo com o agente seletivo imazapyr, para regeneracdo dos embrides, o qual
permaneceram durante 30 dias em sala de crescimento com temperatura controlada de
26°C, iluminacao com fotofase de 16 horas/luz. Apds o desenvolvimento da parte aérea das

plantas, elas foram transferidas para meio de enraizamento contendo o horménio IBA (do
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inglés “Indole-3-butyric acid”), por fim, depois do enraizamento as plantas foram
aclimatadas e levadas para casa de vegetacao, onde permaneceram até a producao das

sementes.

4.5 Confirmagéo da transgenia por analises de PCR

O método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi adotado para a confirmagao da
transgenia das plantas possivelmente transformadas. Os DNAs genémicos foram extraidos,
segundo o protocolo adaptado de Doyle & Doyle (1987), das folhas das plantas controle
(NT) e das plantas crescidas em meio seletivo com o objetivo de detectar a presenga gene
quimérico PG-PGIP. Dois pares de primers foram utilizados para detectar diferentes
fragmentos do gene, o primeiro detecta um fragmento da parte de Phaseolus vulgaris, para
um produto alvo de 653 pb, foram F: 5-TGGTGGCATCAATAACCTCG-3, R: 5'-
TGTTGGCATAAGCAGAAACG -3'. O segundo par de primers amplifica um fragmento
pertencente a parte de Fusarium phyllophilum, para um produto alvo de 541 pb, foram F:
5'-CTGGGATGGCAAAGGTTCTA -3', R: 5-GCTGATGTTGGTGAGAGCAA -3'. As reagdes
de PCR foram realizadas utilizando um termociclador (Veriti, Applied Biosystems), com a
mistura de reacao consistindo em tampao Taq 1X, dNTPs 0,2 mM , MgCl, 2 mM, primer 0,4
MM, 100 ng de DNA (1 uL), Taq (1,5 U), ddH,O em um volume final de 25 uL. As condicdes
da primeira PCR foram as seguintes: desnaturagao inicial (3 min, 94 °C) seguida por 35
ciclos de desnaturacao (30 s, 94 °C), anelamento (30 s, 60 °C) e extenséo (1 min, 72 °C),
e uma extensao adicional a 72 °C por 5 min. Os produtos da PCR foram separados em gel
de agarose a 1,0% e visualizados por coloragao com (Sybr Safe DNA Gel Stain, Invitrogen)
em um sistema de documentacao de gel SmartView Pro 1100 Imager System, UVCI-1100

(MajorScience).

4.6 Deteccgao dos fragmentos e do numero de copias por Southern blot

Apods a confirmagéo da transgenia por PCR, as plantas transgénicas crescidas em casa de
vegetacao tiveram DNA gendmico extraido. Posteriormente, as analises de Southern foram
realizadas conforme descrito anteriormente por (Vianna & Romano, 2015). Onde vinte
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microgramas do DNA extraido de cada planta foram digeridos durante 12 horas com
enzimas de restricdo Clal, que cliva o plasmideo p35S PG-PGIP em um unico sitio, e
Hindlll, que cliva em 9 sitios distintos, resultando em um fragmento grande de 4197 pb. O
controle positivo consistiu em 100 pg do plasmideo p35S PG-PGIP, digerido com a enzima
Clal. Os DNAs digeridos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v)
e, em seguida, transferidos para membranas de nytran (Whatman Nytran SuperCharge
TurboBlotter Kit, Cytiva), conforme descrito pelo fabricante. A sonda utilizada foi um
amplicon de 541 pb de um fragmento do gene PG-PGIP, gerado por PCR a partir do vetor
p35S PG-PGIP. A sonda purificada foi marcada com radioisétopo [*2P ]. O procedimento de
hibridizagdo, comegou com as membranas sendo incubadas durante a noite a 60 °C em
um forno de hibridizagdo com uma solugéo de pré-hibridizagédo (SSc 5X, solugdo Denhardt
5X, DNA de esperma de salmdo 10mg/ml), apds esse periodo a sonda marcada
radioativamente foi desnaturada por aquecimento e incubada junto com solugao de pré-
hibridizagao e posteriormente as membranas foram lavadas com trés solugdes diferentes:
Solugédo de lavagem | (SSC 2X, SDS 0,1%); Solugéo de lavagem Il (SSC 1X, SDS 0,1%) e
Solugao de lavagem Il (SSC 0,1X, SDS 0,1%). As membranas hibridizadas foram expostas
em um cassete com telas intensificadoras. Apds 3 dias as autorradiografias foram
visualizadas com um sistema FUJIFILM FLA 3000.
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Figura 8 Representagédo esquematica do vetor p35S PG-PGIP com as indicagbes dos sitios de restrigdo para
as enzimas Clal e Hindlll

4.7 Deteccgao das vias de defesa ativadas por meio de analises de RT-qPCR

Amostras foliares de trés plantas transgénicas e nao transformadas infectadas por
Sclerotinia sclerotiorum (72 horas pos infec¢ao) e nao infectadas foram moidas até virarem
um po fino em nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido utilizando um kit RNeasy Mini
(QIAGEN). Posteriormente, o RNA extraido, foi quantificado em Nanodrop e verificado em
gel de agarose 1,5% (p/v) a fim de confirmar a integridade. A transcricao reversa foi
realizada utilizando SuperScript IV reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific),
segundo manual do fabricante empregando primers oligo(dT) para ancoragem na cauda
poli(A) dos mRNAs. A RT-PCR quantitativa (RT-qPCR) foi realizada em um sistema
QuantStudio 1 (Appied Biosystems), utilizando o mix SYBR Green dye-based master mixes
for real-time PCR (Appied Biosystems), com ciclos de 95 °C por 30 s, 59 °C por 30 s e 72
°C por 30 s. O gene da ubiquitina (Glyma.20G141600, listada no banco de dados do

genoma da soja Phytozome https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) foi utilizada como padrao
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interno para normalizar as concentragdes de cDNA. Os niveis de transcritos normalizados
pelo gene de referéncia ubiquitina foram avaliados pelo método 2*-AACt, conforme descrito
por (Livak & Schmittgen, 2001).0s padrdes de expressao de trés genes marcadores da via
do acido salicilico da soja (pr1 [Glyma13g32510], gh3 [Glyma.17G165300] e pall
[Glyma03g33880]) e um gene marcador da via do acido jasmoénico (hpl
[Glyma.12G191400]), Os primers de RT-gPCR utilizados foram: pr1 F 3
ATGCTAATCAACGTAAAGGT 5 e pr1 R 3 TTTCACTGCATCTGTGCCAC 5’; gh3 F 3
AGCTCGTGTACTCCACCACGCT 5 e gh3R 3 GTTCCACAACTCCACCCCGCAG 5’; palt
F 3 GTGCAAGGGCGGCTTATG 5 e palf R 3 CCCAGTCCCTAATTCCTCTC 5’; hpl F
3 TCGGATCGGCTTGACTAC 5 e hpl R 3GAAGGAGGGAGGAACATTGG 5.

4.8 Bioensaio de infeccdo contra S. sclerotiorum ex vivo

Para o bioensaio com folha destacada o fungo Sclerotinia sclerotiorum (CMES 1795) foi
cultivado em meio BDA (batata dextrose agar) a 25°C até obter o crescimento micelial
apropriado. Posteriormente, discos de 5mm de didmetro do micélio desse fungo foram
utilizados para inocular folhas destacadas de plantas transgénicas (PG-PGIP) e nao
transformadas (NT). Trés folhas de soja (9 foliolos) de 5 plantas de cada gendtipo foram
inoculadas e mantidas sobre papel filtro umedecido a 25°C, o avancgo do halo de infecgao
foi fotografado em trés periodos distintos (24, 48 e 72 horas apds a inoculagao [hai]) e a
areas afetadas pelo fungo foram medidas com auxilio do software ImagedJ, por fim as
analises estatistica foi feita pelo método ART ANOVA descrito por (Wobbrock et al., 2011),
usada quando ndo ha uma distribuicdo normal, seguida pelo teste post-hoc de Dunn ( p <

0,05), que foi empregada para detectar as diferencgas significativas entre as médias.

4.9 Bioensaio de infeccao contra S. sclerotiorum in vivo

Para o bioensaio com a planta inteira, baseado no protocolo descrito por (Chen & Wang,
2005), 5 sementes de cada gendtipo (PG-PGIP e NT) foram plantadas em uma mistura de
substrato, terra vermelha e vermiculita (v/v/v 2:2:1) em vasos plasticos com volume de 5

litros. Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo com temperaturas médias de 20 a
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27°C com iluminacao natural. O fungo Sclerotinia sclerotiorum (CMES 1795) foi cultivado
em meio BDA (agar batata dextrose) a 25°C até obter o crescimento micelial apropriado.
Posteriormente, quando as plantas atingiram um tamanho médio de 40 cm apds 5 semanas
pos germinacdo das sementes, discos de 5mm de didmetro do micélio do fungo foram
utilizados para inocular 2 foliolos centrais de plantas transgénicas (PG-PGIP) e nao
transformadas (NT). O avango do halo de infecgao foi fotografado a cada 24 horas durante
14 dias e a medig&o das areas afetadas pelo fungo foram medidas com auxilio do software

Imaged.

4.10 Sequenciamento pelo método Sanger

Os produtos amplificados por PCR, utilizando os primers F: 5CCACTATCCTTCGCAAGAC
3 e R: 5 GTAGAGCGGACGGCCAATACTCAAC, que origina um amplicon esperado de
2.668 pb, abrangendo toda sequéncia do gene quimérico. As amostras geradas foram
purificadas utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo
as instrugdes do fabricante. Posteriormente, as amostras purificadas foram preparadas
conforme as recomendagbes da empresa Macrogen, responsavel pela realizagdo do
sequenciamento do tipo Sanger. A sequencias finais foram comparadas com sequencias
controle (Sequéncia do PG-PGIP) por meio da ferramenta de alinhamento Cluster Omega,
visando confirmar a identidade do fragmento amplificado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo molecular das plantas transgénicas obtidas

Foram realizadas algumas analises para a confirmagao da presenca do gene quimérico nas
plantas de soja. Primeiramente, as plantas obtidas por meio do sistema biobalistico foram
selecionadas in vitro por analises de PCR com primers especificos para o transgene, tais
plantas foram transferidas para casa de vegetacao para a obtencao das sementes (T1). As
progénies do evento PG-PGIP 2.23 (T2), PCR positivas, passaram por processo de
hibridizagado conhecido como Southern blot na qual o DNA gendmico obtido das folhas das
plantas de soja foi digerido por duas enzimas de restricdo Clal e Hindlll, de maneira
separada, como resultado confirmou-se que as plantas (T2) nomeadas de PG-PGIP 2.23 B
e PG-PGIP 2.23 C sao transgénicas, como é possivel observar nas bandas que apareceram
com a digestdo com a enzima Hindlll (Figura 9). Nota-se duas bandas quando digeridas
com Clal, isso nos mostra a presenga de pelo menos duas copias inseridas no genoma das
plantas e em ambas as plantas na mesma altura, indicando que geneticamente sao iguais
(Figura 9).
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Figura 9 Southern blot para avaliagdo do nimero de cépias e confirmacdo da presenga do transgene em
plantas transgénicas PG-PGIP B e C (T2) e em plantas controle ndo transformadas (NT). O DNA gendémico
foi digerido com as enzimas de restrigdo Clal, que possui apenas um sitio de restricdo, usado com o intuito
de determinar o numero de copias do transgene, e Hindlll que possui nove sitios de restrigéo, utilizada como
uma segunda abordagem para confirmar a integragao do transgene no genoma da planta.

Para a realizagdo de um bioensaio, 5 plantas T3, PG-PGIP 2.23C (1 a 5), positivas por PCR
também passaram pelo processo de hibridizacdo, onde o DNA gendmico extraido foi
digerido pela enzima Clal, para verificar se houve uma segregacgao das copias verificadas
no Southern anterior (Figura 9). Podemos analisar que as 2 copias observadas no primeiro
Southern também estdo igualmente presentes no segundo Southern (Figura 10), apesar de
que no controle apareceu um rastro forte, provavelmente referente resquicio de DNA que
nao foi removido corretamente nas lavagens, resultando em sondas ligadas de forma
inespecifica ainda presente na membrana originando no rastro apresentado (Brown, 2001).
Apesar disso, o Southern ainda revela que ambas as cépias estdo co-segregando (Figura
10).
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Figura 10 Southern blot para avaliagdo do numero de cépias das plantas utilizadas no bioensaio. Plantas
transgénicas PG-PGIP C1 a C5 (T2) e planta controle n&o transformadas (NT) tiveram seus DNA genémicos

digeridos com as enzimas de restricdo Clal, que possui apenas um sitio de restricdo, usado com o intuito de
determinar o numero de copias do transgene.

Outros experimentos de biobalistica foram realizadas a fim de obter mais plantas de soja
transgénicas resultando em mais 5 eventos positivos tanto por PCR quanto por Southern
blot (Figura 11). Ainda que 5 plantas tenham tido a confirmagéo de transgenia pelo
Southern, para ambos os vetores sintetizados p35S PG-PGIP (identificados apenas como
PG-PGIP) e pCH PG-PGIP, apenas um evento p35S PG-PGIP, o PG-PGIP 1.45, obteve
sementes viaveis e que geraram plantas (T2) positivas por PCR. Isso pode estar relacionado
com as etapas de regeneracgao, principalmente as etapas rigorosas de selegao e exposi¢ao
aos reguladores de crescimento vegetal, que geram grande estresse e podem induzir
modulag¢des genéticas e epigenéticas inesperadas causando um crescimento andmalo
quando comparadas a plantas nao transformadas, uma redugao na fertilidade e/ou uma
baixa producdo de sementes (Krishna et al., 2016). Ou também, essa infertilidade possa
estar relacionada com a integragdo de multiplas copias no genoma e/ou o local de

integracdo no genoma que podem ter acabado gerando tais alteracbes observadas no
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desenvolvimento e na fertilidade das plantas transformadas (Schnell et al., 2014; Zalewski
et al., 2012).

Ademais, ressalta-se que nao foi possivel dar continuidade as analises com as plantas
transformadas contendo o vetor sob controle do promotor CH. A mortalidade das plantas
obtidas, aliada a auséncia de geracdo de progénies positivas para o transgene,
comprometeu a manutencdo das linhagens. As limitagcbes de tempo inviabilizaram a
realizagdo de novas tentativas de experimentos de biobalistica para a geragdo de novos

eventos, restringindo, assim, a continuidade dos estudos com esse vetor.

°GIP 161
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0
o
o
O

Hindlll

Figura 11 Southern blot para confirmacéao de integracdo do gene quimérico PG-PGIP no genoma de plantas
de soja (Glycine max). Plantas PG-PGIP foram transformadas com o vetor plasmidial p35S PG-PGIP, ja as
plantas CH — PG-PGIP foram transformadas com o vetor plasmidial pCH PG-PGIP, a amostra em destaque,
vermelho, indica a Unica planta que obteve sementes vidveis e que geraram plantas (T2) positivas para o
transgene.

Com o intuito de averiguar se havia uma expressao do transgene nas plantas transgénicas,
o cDNA foi produzido, utilizando o RNA total extraido das plantas PG-PGIP, e analises de

RT-PCR semi-quantitativa foi realizada. E possivel observar que nas primeiras plantas
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obtidas (Figura 12) a planta PG-PGIP 2.23 C apresentou uma maior expressdo quando
comparada a PG-PGIP 2.23 B, um padréao nao esperado visto que ambas apresentaram

duas bandas na mesma altura indicando que geneticamente elas seriam iguais.

Embora as plantas PG-PGIP 2.23 B e PG-PGIP 2.23 C tenham apresentado padrbes de
bandas idénticos no Southern blot (Figura 9), com duas bandas na mesma altura, indicando
a presenca de duas copias na mesma regido do genoma, a diferenga significativa nos niveis
de expressdo do gene, indicam que apesar das similaridades ndo ha garantia da

equivaléncia funcional dessas insergoes.

Estudos prévios ja demonstraram que alguns eventos podem conter fragmentacgdes
internas, pequenas dele¢des ou inser¢des adicionais que nao sao detectaveis por Southern
blot, e tais diferencas podem afetar diretamente na atividade transcricional do gene
introduzido (Siddique et al., 2019). Complementarmente, ja foi relatado previamente que
plantas transgénicas derivadas de um mesmo evento T1 podem apresentar variagdes nos
niveis de expresséo génica, mesmo quando compartilham o mesmo numero de copias do
transgene, em funcao de efeitos epigenéticos, segregacao e variagdes na regulacado do
locus de insergao, além das questdes ambientais, que apesar de serem similares, minimas
alteracbes podem influenciar os niveis de expressao do transgene na planta (Day et al.,
2000; Nocarova & Fischer, 2009; Yin & Malepszy, 2003).

Por outro lado, as plantas PG-PGIP 1.45 (T2) demonstraram que a expressao do gene é
diferente em cada uma das irmés (Figura 13), a planta A expressa apenas a parte de
Phaseolus gene quimérico, as plantas B e D expressdo ambas as partes do gene quimérico
e a planta C expressa apenas a regiao de Fusarium. Uma possivel explicagao para esse
padrao é a ocorréncia de segregacao do transgene, considerando que a planta 1.45 possa
conter mais de uma copia inserida no genoma. Nesse contexto, essas copias podem nao
estar co-segregando, resultando em diferentes combinagdes nos descendentes e,
consequentemente, em variagdes nos perfis de expressdo génica (Prohens et al., 2022;
Tizaoui & Kchouk, 2012).

A deteccdo da expressdo do transgene ocorreu mesmo sem antes ter a inoculacdo do
patdogeno e sem nenhum outro estimulo. Isso se deve ao promotor utilizado na construgao
genética. O promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (35SCaMV), amplamente
reconhecido por ser um promotor constitutivo forte, capaz de induzir a expressao continua

de transgenes em diversos tecidos e estagios de desenvolvimento das plantas,
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independentemente de estimulos externos ou estresses bidticos (Amack & Antunes, 2020;
Benfey & Chua, 1990; Odell et al.,, 1985). Dessa forma, a presenca de transcritos
detectados pelo RT-PCR semiquantitativo nas plantas analisadas antes da infecgdo é
compativel com o padrdo esperado para construgdes reguladas por esse promotor. Em
contrapartida, se o transgene estivesse sob o controle de um promotor induzivel associado
a genes de defesa, como os promotores de quitinases (CH) da prdpria soja, a expressao
tenderia a ser ativada apenas apds a percepgao do patdégeno ou de sinais associados a
resposta de defesa da planta. Promotores desse tipo sdo frequentemente ativados por
interagdes planta-patdgeno e participam da regulagao de genes relacionados a resposta de
defesa, apresentando baixa ou nenhuma expressao basal na auséncia do estimulo (Grover,
2012; Kasprzewska, 2003; Vaghela et al., 2022). Assim, o padrao de expressao observado
neste estudo € consistente com o uso de um promotor constitutivo, reforcando que a

atividade transcricional do transgene é independente do processo de infecgcao e ocorre de

maneira basal nas plantas transformadas.
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Figura 12 RT-PCR semi-quantitativa para avaliagdo da expressao do gene sintético PG-PGIP em plantas
transgénicas 2.23 e plantas ndo transformadas (NT). A amplificacdo foi realizada utilizando primers
desenhados especificamente para a regiao alvo de Fusarium phyllophilum, enquanto o gene constitutivo elf1a
foi empregado como controle interno para normalizagdo e comparagao dos niveis relativos de expressao
génica. E possivel observar que a planta PG-PGIP C apresentou o maior nivel de expressdo quando
comparada a PG-PGIP B.
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Figura 13 RT-PCR semi-quantitativa para avaliagdo da expressao do gene sintético PG-PGIP em plantas
transgénicas 1.45 e planta n&o transformada (NT). A amplificagao foi realizada utilizando primers desenhados
especificamente para as regides alvo tanto de Fusarium phyllophilum quanto de Phaseolus vulgaris, enquanto
0 gene constitutivo ubiquitina foi empregado como controle interno para normalizagdo e comparagao dos
niveis relativos de expresséo génica. E possivel observar que todas as quatro plantas analisadas PG-PGIP
1.45 A a D apresentaram niveis de expressao diferentes para ambas as regides alvo.

O padrao irregular de expressao do transgene nas plantas 1.45 nos incentivou a fazer um
mapeamento do vetor presente em cada planta para verificar se o plasmideo durante a
transformacao foi inserido de forma completa no genoma da planta (Figuras 15 e 16). O
mapeamento feito por PCR nas plantas PG-PGIP 2.23 B e C (Figura 15), onde em todas
as analises de PCR apresentaram bandas nos tamanhos esperados, ressaltando a insergao
completa do plasmideo no genoma dessas plantas. Porém, as plantas PG-PGIP 1.45 (A,
B, C e D) (Figura 16) demonstrou que possivelmente ha uma parte do vetor faltando, isso
fica evidente quando se observa a regido amplificada pelos primers 35S F1 e OCSt R
(Figura 16A), que amplifica uma regido que abrange desde a regido do promotor
(35SCaMV) até a regido do terminador (OCSt - terminador da octopina sintase), mostrando
uma diferenca de altura na banda de certa forma inesperada pois ao invés de apresentar
um amplicon de 2668 pb, como era previsto, apareceu um amplicon de aproximadamente
2000 pb, indicando que possivelmente a integragdo do plasmideo no genoma n&o ocorreu
de forma integra sugerindo um possivel truncamento da sequéncia inserida ou rearranjos
estruturais no sitio de integracdo, apesar de todas as outras regides analisadas tenham

exibido bandas nos tamanhos aguardados.
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Alguns estudos que realizaram o sequenciamento de plantas transgénicas demonstraram
que certos métodos de transformagéo genética de plantas podem resultar em insergcdes
truncadas, fragmentos parciais ou apresentar pequenas porgdes do transgene integradas
isoladamente no genoma da planta, como € o caso de integragdées de T-DNA mediadas por
Agrobacterium tumefaciens, mostrando que nem sempre o DNA exdégeno preserva a
estrutura original do vetor (Schouten et al., 2017). Esse nao foi um fato isolado, de uma
forma semelhante, outros artigos cientificos analisaram o sequenciamento do genoma
completo de plantas transgénicas e foram revelados rearranjos e insergdes inesperadas
nas extremidades do T-DNA, indicando que processos integragdes ocorrem reorganizagoes
estruturais (Wang et al., 2020). No entanto, tal comportamento ndo é exclusivo de T-DNA,
transformacgdes por biobalistica ja foram associadas com fragmentagdo do DNA introduzido

e até rearranjos e delegdes proximos ao sitio de insergéo (J. Liu et al., 2019).
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Figura 14 Representagdo esquematica do vetor p35S PG-PGIP com as indicagdes dos locais de anelamento
dos primers utilizados para o mapeamento do plasmideo integrado nos genomas das plantas PG-PGIP 2.23
e PG-PGIP 1.45.
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Figura 15 Mapeamento do vetor integrado no genoma das plantas PG-PGIP 2.23. Na parte superior a
representacdo esquematica ilustrando a construgdo do vetor PG-PGIP, destacando o promotor 35SCaMV, o
gene quimérico PG-PGIP e o terminador OCSt, bem como as regides de anelamento dos diferentes pares de
primers utilizados para amplificacdo das regides especificas analisadas. (A) Amplicon da regido que abrange
a regido final do promotor 35SCaMV até o inicio do terminador OCSt; (B) Amplicon da regi&o inicial do
fragmento da PGIP de Phaseolus vulgaris; (C) Amplicon da regiao central do fragmento da PGIP de Phaseolus
vulgaris; (D) Amplicon da regido central do fragmento da PG de Fusarium phyllophilum; (E) Amplicon da regido
inicial do terminador OCSt.
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Figura 16 Mapeamento do vetor integrado no genoma das plantas PG-PGIP 1.45. Na parte superior a
representacdo esquematica ilustrando a construgdo do vetor PG-PGIP, destacando o promotor 35SCaMV, o
gene quimérico PG-PGIP e o terminador OCSt, bem como as regides de anelamento dos diferentes pares de
primers utilizados para amplificagéo das regides especificas analisadas. (A) Amplicon da regido que abrange
aregiéo final do promotor 35SCaMV até o inicio do terminador OCSt, amplicons com divergéncias de tamanho
de bandas, as plantas PG-PGIP 1.45 apresentaram bandas menores, em torno de 2000 pb, em relagdo ao
tamanho esperado de 2668 pb; (B) Amplicon da regido inicial do fragmento da PGIP de Phaseolus vulgaris;
(C) Amplicon da regiao central do fragmento da PGIP de Phaseolus vulgaris ; (D) Amplicon da regido central
do fragmento da PG de Fusarium phyllophilum; (E) Amplicon da regiao inicial do terminador OCSt.

Com o intuito de detectar possiveis alteragdes no processo de integracao do transgene no
genoma das plantas transgénicas foi realizado o sequenciamento do amplicon que abrange
desde a sequéncia do promotor até o terminador. O sequenciamento, pelo método de
Sanger, feito pela empresa Macrogen, resultou em cromatogramas com picos bem
definidos e baixo nivel de ruido na maior parte da regido analisada. Embora o fragmento
amplificado apresentasse um tamanho superior ao trecho efetivamente sequenciado, foi
possivel uma leitura confiavel de aproximadamente 1000 pb. O alinhamento das
sequéncias obtidas no sequenciamento comparado com a sequéncia referéncia revelou a
presenca de delegdes e alteracdes de base em uma quantidade consideravel em todas as
plantas PG-PGIP 1.45 (A a D) (Figura 20).

53



A)

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3.PG-PGIP 1.45A
4, PG-PGIP 1.45B
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus.
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1.458
5.PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3.PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1,458
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus.
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1.458
5.PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1,458
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus.
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3.PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1.458
5.PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.454
4. PG-PGIP 1,458
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus.
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3.PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1.458
5.PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2,PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.454
4. PG-PGIP 1,458
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus.
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3.PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1.458
5.PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.454
4. PG-PGIP 1,458
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus.
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3.PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1.458
5.PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.454
4. PG-PGIP 1,458
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus.
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3.PG-PGIP 1.45A
4. PG-PGIP 1.458
5.PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

Consensus
Identity

1. Vetor PG-PGIP
2.PG-PGIP 2.23C
3. PG-PGIP 1.454
4. PG-PGIP 1,458
5. PG-PGIP 1.45C
6. PG-PGIP 1.45D

1 10 20 40 50 (] n
GEIEG GEIG G GHIG G GIA GG GATET G ISR G IEFTESS G AINA G G AINAIEG G GIEIE G GIEEAT G ARTEAAT TEAATATEEGA GT

GA ACACGGGCCGGCCATGACTCAATTCAATATCCCAGT
CA ACACGGGCCGGCCATGACTCAATTCAATATCCCAGT
BWAGGACACGGGCCGGCCATGACTCAATTCAATATCCCAGT
BGEGGEMACGGGCCGGCCATGACTCAATTCAATATCCCAGT

GETGEAGTTETHETERTEGG A
GGCGGEGGGHEG G-GGG.A-TGTCTGCTG-A
T GHNAN THC T G

G-GGGGGA—TTG
G

o
oo

AACCCACAAGACAAGCAAGCCCTTCTCCAAATCAAGAAAGACCTTGGCAACCCAACCACTCTCTCCTCATGGC
220 70

_G-G-G_G_G GETAG GIG—GIG_G_GIGI

TTCCAACCACCGACTGTTGCAACAGAACCTGGCTAGGTGTTTTATGCGACACCGACACCCAAACATATCGCGT

TTCCAACCACCGACTGTTGCAACAGAACCTGGCTAGGTGTTTTATGCGACACCGACACCCAAACATATCGCGT
310 20 330 10 350
_G_GG—G_

CAACAACCTCGACCTCTCCGGCCTTAACCTCCCAAAACCCTACCCTATCCCTTCCTCCCTCGCCAACCTCCCC

TACCTCAATTTTCTATACATTGGTGGCATCAATAACCTCGTCGGTCCAATCCCCCCCGCCATCGCTAAACTCA
440 450 460 470 510
—G_G G-G_G—G_G_
|

CCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACCAATGTCTCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAA

CCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACCAATGTCTCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAA

CCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACCAATGTCTCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAA

CCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACCAATGTCTCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAA

CCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACCAATGTCTCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAA

CCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACCAATGTCTCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAA
570

AACCCTEGTCACCETEGACTTETCETACAACGECETETECSSEACCCTACCTCCCTEEATETETTTGETTEGA
——

AACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGCCCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTIERCTE
AACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGCCCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTINNC THRCIEE
AACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGCCCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTTGCTTCGA
AACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGCCCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTTIGCTTCGA
AACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGCCCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTTGCTTCGA
AACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGCCCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTTGCTTCGA

530 &10

CATTACAGGEANETEGEAATT GACCATETEAGGGETTATTETTGATAACAGAGETGGEGATGAG AAC
—i— a5 = — - —
A SIS C GAREIG GIAWAI T CIIC AMITIEIG A C G GIREHARA C 8 G AT T 181816 G G IEIEATTRIE! C IEIE G C TIEIGARAIEG G BT C A T IR G
A BT C GHAT CINC ATITIEG A CGGEARCEG T! c c GBI C A T IR G
CATTACAGGCAGCTCGCAATTGACCATCTCAGGGCTTATTCTTGATAACAGAGCTGGCGACEAGCCT AAC
CATTACAGGCAGCTCGCAATTGACCATCTCAGGGCTTATTCTTGATAACAGAGCTGGCGACEAGCCT AAC
CATTACAGGCAGCTCGCAATTGACCATCTCAGGGCTTATTCTTGATAACAGAGCTGGCGACGAGCCT AAC
CATTACAGGCABICTCGCAATTGACCATCTCAGGGCTTATTCTTGATAACAGAGCTGGCGACGAGCCT AAC
6&"}0 6?() 6§0 6?0 790 7!0 720

GEGANGAGEG GIAGEINGEEEcE - - - - - - - T B CEATAAEATE GATG GTTTE G ATATIETE - GFEEAGT G ATEA

_GTIGITGICC-C_G_CGCITIACIGGGAIGITTICGICGICG-GCGAIT-GIA
INEAG C TEGCAT GAC CANC NONECEAARC CCETEACEGGCARCAT TECCECGACG CGAl A

TGCGCATAACACCG GTTTCGACATCTC GTCCAGTGACCA
TGCGCATAACACCGACGGTTTCGACATCTC GTCCAGTGACCA
TGCGCATAACACCGACGGTTTCGACATCTC GTCCAGTGACCA
TGCGCATAACACCGACHMIGTETCGACATCTC GTCCAGTGACCA

C-TGGCG-T-G-TGAC-G-T-G-A-A-GC-GGAGGGTG-G-G-CGGTG-GT-CGG-CAGA-A-G-C
ITGGCG WTGAC WG C MCGG C

WMGGAGGGTG TGERGTIC GGEMCAGAN
CGTTACGCTGGATAACAATCATGTTTATAACCAAGATGATTGTGTTGCTGTIMACTTCCGGTACAAACATCGTC
CGTTACGCTGGATAACAATCATGTTTATAACCAAGATGATTGTGTTGCTGTEACTTCCGGTACAAACATCGTC
CGTTACGCTGGATAACAATCATGTTTATAACCAAGATGATTGTGTTGCTGTMACTTCCGGTACAAACATCGTC
CGTTACGCTHGATAACAATCATGTETATAACCAAGATGA-TGTGTTGCTGTEACTTCCGGTACAAACATCGTC

st w0 20 a0 w0 0 s
GIHETAARE - - AT GIATGETENGHE G CEEATG GIEKTNA GIATIEG G ATEN GG GG G AAAGAGECABHAT G

GGCGAAG - --THGAT THGGGHEAAARGGEGGGGMTGT
-G-GAAG-A-T.TGGCG-G_C-T.G. --THTCATENGGGGAAN- GEEGGGGEMTGT
GTTTCTAAC ATGTATTGCTCEGGCGGCCATGGTCMTAGTATCGGATCTGTTGGTGGAAAGAGCGACEATGT
GTTTCTAAC ATGTATTGCTCEGGCGGCCATGGTCMTAGTATCGGATCTGTTGGTGGAAAGAGCGACEATGT
GTTTCTAAC ATGTATTGCTCEGGCGGCCATGGTCMTAGTATCGGATCTGTTGGTGGAAAGAGCGACEATGT
GTTRCTAAC GECGGCCATGGTC- TAGTATCGGATCTGTTGGTGGAAAGAGCGACGATGT

&ilO B?O 990 91 920
C G GAT G CTGTTEAGIATITTGAGETE - GEAG - - GTG GIARAAVIATEA GRAATE G GATIGTEGEATEAAG - TET
el s el e _» ol el =l
G- - - GATCHGHAAG ATGGGA- BGCAGCGACH
G---GETCH-GAG G A TCCGABRGENACEGC AGGGECE

m
TTGAGCTC GCAG GTH A A GTCAGIAI GGHENI-GTCGCATCAAG TCC
CGHMTGATGGTGTTCAGEHTETTGAGCTC GCAG  GTGGHGAABBGTCAGGAATGGGAMGTCGCATCAAG TCC
CGETGATGGTGTTCAGETETTGAGCTC GCAG  GTGEGAANAGHE- -EAGAATGGEMGHT CGCATCAAG TCC
CG-TGATGGTGTTCAGGT-T-G-G-GCA-G-G-GAA-AG-TCAG-AATGGGA-GTCGCATCAAG TCC
|(XX)

1070 1089
-GAA- _GGG

GACGG_TTITIGGCT
G GA-A.TT.TT.CACCGGGGGGG_
TICACACT

AAG TTTET TGCEGC GG GGARAAN
AAGT-ATTTHTTGCA-CGG GRE

)

54



B)

Vetor plasmidial PGIP PGIP

v’ X >< X >< X
w7 XXX X
e XX XX
v’ XXX XX

Legenda:
Regides de anelamento dos primers Pv PG-PGIP ) )
‘/ Regioes compativels com o vetor construido

Xchiécs incompativeis com o vetor construido

Figura 17 Alinhamento mudltiplo das sequéncias nucleotidicas obtidas por sequenciamento Sanger dos
eventos transgénicos PG-PGIP 1.45 A a D e PG-PGIP 2.23 C comparadas com sequéncia referéncia, o vetor
PG-PGIP. (A) Regides coloridas indicam divergéncias de nucleotideos entre as sequencias e as lacunas
indicam delegbes ou insercbes. Observa-se delegdes e variagdes em diversas regides nas plantas PG-PGIP
1.45, evidenciando modificagbes estruturais significativas nessas plantas. (B) Quadro-resumo das regites do
fragmento de PGIP derivado de Phaseolus vulgaris, indicando segmentos compativeis e incompativeis com
a sequéncia do vetor construido. As regides incompativeis correspondem a insercdes, delecbes e
substituicdes de bases nitrogenadas.

Mesmo com a limitagao de cobertura do fragmento amplificado, as deteccdes de alteragdes
nas plantas transformadas sdo relevantes, pois sustenta as suspeitas de que o gene
integrou de forma incompleta no genoma dessas plantas, podendo gerar uma proteina
defeituosa que as deixou mais susceptiveis ao fungo S. sclerotiorum. Na literatura ha
relatos que o processo de transformagao genética, incluindo a biobalistica pode gerar
eventos com insergdes de gene exdticos ndo planejados, incluindo insergdes, delegdes e
mutacgdes de porgdes do DNA (Anderson et al., 2016; Latham et al., 2006; Schouten et al.,
2017). Muitos autores enfatizam que a integragdo do DNA exdgeno envolve mecanismo de
reparo de quebra de fita dupla, processo que pode ocasionar recombinagéo ilegitima, além
disso processos fisicos como de bombardeamento podem fragmentar o DNA, favorecendo
integragdes incompletas ou reorganizadas, resultando em alteragbes na sequéncia

originalmente planejadas (Latham et al., 2006; Svitashev et al., 2002).
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5.2 PG-PGIP aumenta a resisténcia a infecgao por S. sclerotiorum

A funcionalidade do gene quimérico contra o fungo hemibiotréfico S. sclerotiorum foi
avaliado primordialmente em um ensaio de patogenicidade ex vivo, com folhas destacadas.
Para isso trés trifolios de cinco plantas de soja transgénicas (PG-PGIP 2.23 C1 a C5) e de
cinco plantas nao transformadas (NT) foram inoculadas com plugues do fungo Sclerotinia
sclerotiorum por um periodo total de 72 horas apds a infec¢ao (hai). Durante o tratamento
de infeccao, fotografias foram tiradas a cada 24 horas ap6és a inoculagao (hai) e as areas
relativas a infecgdo das folhas infectadas foram analisadas com o auxilio do software
Imaged (Figura 18). Diferengas no desenvolvimento da doenga entre os gendtipos foram
observadas a partir de 24 hai, onde as plantas transgénicas apresentaram lesées menores
que as NT nos pontos de tempo analisados (Figura 19). A partir das 48 hai o
desenvolvimento das manchas necréticas estavam bem desenvolvidas nas plantas
selvagens enquanto um desenvolvimento similar apareceu nas plantas PG-PGIP 2.23
apenas em 72 hai. Em todos os 3 tempos analisados (24, 48 e 72 hai) as plantas PG-PGIP
2.23 apresentaram uma menor progressao da area de lesdo (Figura 19), enquanto o NT
mostrou um aumento mais acentuado e uma maior variabilidade da leséo. Verificou-se que
as areas de lesdo nas folhas transgénicas foram significativamente menores em
comparacao com as folhas NT usando ART ANOVA seguida pelo teste de Dunn (p < 0,05).
Esses resultados revelam um aumento progressivo da lesdo ao longo do tempo,
especialmente no grupo NT, que apresenta maiores medianas e maior variabilidade em
comparagdo ao grupo PG-PGIP 2.23, aproximandamente 50% de reducdo. Esses
resultados apontam que a expressao de PG-PGIP tem um efeito significativo na reducgao

das lesbes de S. sclerotiorum.
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Figura 18 Fotografias para analise do experimento ex vivo do estresse bidtico de plantas de soja transgénicas
PG-PGIP 2.23 em resposta a Sclerotinia sclerotiorum. Observagao do fendétipo das folhas transgénicas (PG-
PGIP 2.23) e ndo transgénicas (NT) infectadas; OHAI momento de primeiro contato do micélio fungico com as
folhas; 72HAI marcando o fim do experimento.
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Figura 19 Progresséo da area foliar lesionada em plantas transgénicas PG-PGIP 2.23 e n&o transformadas
NT apds inoculagdo com o fungo hemibiotrofico S. sclerotiorum. (A) Grafico de linhas mostrando a
porcentagem média da area foliar lesionada ao longo do tempo (24, 48 e 72 horas ap6és a infecgao), com
barras de erro representando o erro padrao; (B) Distribuicdo da area lesionada ao longo do tempo,
apresentada na forma de boxplot (mediana, interquartil e valores individuais). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre os grupos no mesmo tempo experimental (p < 0,05).

Com o intuito de reforgar a hipétese de que o gene sintético pode ter um efeito positivo na
inducdo da resisténcia contra patégenos fungicos, um segundo experimento com plantas
transgénicas PG-PGIP 2.23 foi realizado. Dessa vez, a finalidade era avaliar o efeito do

transgene na planta como um todo, para isso, foi realizado um bioensaio in vivo (Figura 20)
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na qual plugues de meio BDA com micélio de S. sclerotiorum foram inoculados em dois
foliolos centrais de nove plantas transgénicas (PG-PGIP 2.23 C5) e nove plantas controle
(NT). A progressao da infecgao foi fotografada a cada vinte e quatro horas durante 14 dias
consecutivos e o halo de infecgéo foi medido com auxilio do software Imaged. O resultado
preliminar mostra que nos primeiros dias apds a infecgdo (Dia 1-3), ambos os grupos,
controle (NT) e alvo (PG-PGIP 2.23), apresentaram lesées semelhantes, a partir do dia 4
comeca a surgir uma diferenga maior entre os grupos, porém, nos dias finais (Dia 10-14)
que a diferenga ficou mais clara, nesses dias o grupo controle apresentou um aumento da
area lesionada e mostrou maior variabilidade, ja o grupo modificado geneticamente
manteve valores mais baixos. Observa-se que, embora os grupos sejam semelhantes nos
estagios iniciais, o NT apresentou um aumento progressivo e maior variabilidade da lesao
nos dias finais, enquanto o PG-PGIP 2.23 manteve valores consistentemente menores
(Figura 21), sendo mais um indicativo que o gene sintético PG-PGIP pode aumentar a

resisténcia a infecgao fungica.

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIA7 DIA8 DIA9 DIA10 DIA11 DIA14

PG-PGIP
2.23

Figura 20 Fotografias para analise do experimento in vivo do estresse bidtico de plantas de soja transgénicas
PG-PGIP 2.23 em resposta a Sclerotinia sclerotiorum. Observagao do fenétipo das folhas transgénicas (PG-
PGIP 2.23) e nédo transformadas (NT) infectadas; Dia 1 indicando o momento do primeiro contato do micélio
fungico com as folhas de soja; Dia 14 marcando o fim do experimento.
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Figura 21 Progresséao da area foliar lesionada em plantas transgénicas (PG-PGIP 2.23) e nado transformadas
(NT) apos inoculagdo com o fungo hemibiotréfico S. sclerotiorum. (A) Grafico de linhas mostrando a
porcentagem meédia da area foliar lesionada ao longo do tempo, dia 1 ao dia 14, com barras de erro
representando o erro padrao; (B) Distribuigdo da area lesionada ao longo do tempo, apresentada na forma de
boxplot (mediana, interquartil e valores individuais).

Em um segundo ensaio de patogenicidade ex vivo, com o intuito de avaliar o efeito do gene
quimérico em um segundo evento transgénico, PG-PGIP 1.45 (Figura 22). O ensaio foi
realizado nos mesmos moldes do bioensaio ex vivo anterior (Figura 18 e 19), onde trés
triflios de quatro plantas de soja transgénicas (PG-PGIP 1.45) e de quatro plantas nao
transformada (NT) foram inoculadas com S. sclerotiorum. No entanto, de forma inesperada
o resultado obtido (Figura 23) foi o contrario do experimento com PG-PGIP 2.23 (Figura 19
e 21), pois as diferencas observadas entre os gendtipos mostraram que as plantas NT
apresentaram lesdes menores que as transgénicas (Figura 23A). A diferenga entre o grupo
transgénico e o controle ja foram discrepantes a partir das 24 hai pois PG-PGIP 1.45
apresentava lesdes maiores que as NT, essa diferenca nos tamanhos das lesdes se
manteve em todos os outros pontos averiguados. Os dados nos mostram que a maior
progressao da doenca nas folhas transgénicas em comparagao ao controle foi significativa
(Figura 23B). Além disso, esses resultados ainda reforcam a hipotese que esse evento
possa ter integrado de forma incompleta no genoma da planta resultando em uma proteina

defeituosa ocasionando nessa piora na resposta de defesa.
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Figura 22 Fotografias para analise do experimento ex vivo do estresse biético de plantas de soja transgénicas
PG-PGIP 1.45 em resposta a Sclerotinia sclerotiorum. Observagao do fenétipo das folhas transgénicas (PG-
PGIP 1.45) e nao transformadas (NT) infectadas; OHAlI momento de primeiro contato do micélio fungico com
as folhas; 72HAI marcando o fim do experimento.
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Figura 23 Progresséao da éarea foliar lesionada em plantas transgénicas (PG-PGIP 1.45) e ndo transformada
(NT) ap6s inoculacdo com o fungo hemibiotréfico S. sclerotiorum. (A) Gréfico de linhas mostrando a
porcentagem média da area foliar lesionada ao longo do tempo (24, 48 e 72 horas apds a infec¢ao), com
barras de erro representando o erro padrdo; (B) Distribuicdo da éarea lesionada ao longo do tempo,
apresentada na forma de boxplot (mediana, interquartil e valores individuais). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre os grupos no mesmo tempo experimental (p < 0,05).

5.3 Analise da expressao de genes relacionados a defesa.

Para investigar se a expressao do gene PG-PGIP alterou a dindmica transcricional das vias

hormonais de sinalizagdo de defesa a ataque de patdgenos, via do acido salicilico (AS) e
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via do acido jasménico (AJ), foram analisados os niveis de expressado de genes marcadores
por meio de RT-gPCR. As analises foram feitas em trés plantas de duas linhagens
diferentes (PG-PGIP 2.23 e PG-PGIP 1.45) comparando-as com a nao transformada (NT)
em dois momentos diferentes (OH e 72H apds a infecgdo por S. sclerotiorum). Para isso,
foram selecionados quatro genes marcadores que sdo modulados em resposta ao estresse,
sao eles: o gene codificador da fenilalanina aménia-liase 1 (pal1), sintetase de acil-acido
amido Gretchen Hagen 3 (gh3) e proteina relacionada a patogénese 1 (pr1) referentes a
via do acido salicilico e o gene hidroperoxido liase (hpl) relacionado a via do acido
jasmoénico. A analise preliminar dos RT-qPCRs mostrou que as plantas PG-PGIP 2.23
obtiveram uma diminuigao da via do acido jasmdnico e um maior ativacdo de ambas as vias
do 4cido salicilico, a via ICS e a via PAL (Figura 24). Ja as plantas PG-PGIP 1.45 mostraram
uma ligeira ativacdo das vias do AS, no entanto, similar a resposta da NT e n&o foi

observado uma diminui¢cao da via do AJ como era esperado (Figura 25).
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Figura 24 Expressao relativa de genes da via do acido salicilico (AS) e da via do acido jasmdnico (AJ) em
plantas NT e plantas transgénicas PG-PGIP 2.23 (A1, B1 e C1) nos tempos 0 h e 72 h, determinada por RT-
gPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados pelo gene de referéncia ubiquitina e calculados pelo
método 2*-AACt. Os valores representam média + desvio padrdo. (A) Expressao relativa de pal1, gene
associado a biossintese de acido salicilico (AS) pela via da PAL; (B) Expressao relativa de gh3, gene
responsivo e induzido por AS; (C) Expresséo relativa de pr1, marcador da sinalizacdo de AS, associado a via
de biossintese dependente de ICS; (D) Expresséo relativa de hplL, gene envolvido na via do acido jasménico
(AJ), competidor por substrato comum da via das oxilipinas.
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Figura 25 Expressao relativa de genes da via do acido salicilico (AS) e da via do acido jasménico (AJ) em
plantas NT e plantas transgénicas PG-PGIP 1.45 (A1, B2 e C2) nos tempos 0 h e 72 h, determinada por RT-
gPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados pelo gene de referéncia ubiquitina e calculados pelo
método 2°-AACt. Os valores representam média + desvio padrdo. (A) Expressao relativa de pall, gene
associado a biossintese de acido salicilico (AS) pela via da PAL; (B) Expressao relativa de gh3, gene
responsivo e induzido por AS; (C) Expresséo relativa de pr1, marcador da sinalizagdo de AS, associado a via
de biossintese dependente de ICS; (D) Expressao relativa de hpl, gene envolvido na via do acido jasménico
(AJ), competidor por substrato comum da via das oxilipinas.

Para o evento transgénico PG-PGIP 2.23, duas plantas geneticamente modificas, PG-PGIP
2.23 B1 e PG-PGIP 2.23 C1, mostraram que a gene pal1 (Figura 24A) antes da infeccao
por S. sclerotiorum nao estava ativada, porém 72 horas apds a infeccdo houve uma
expressao consideravel do marcador da via PAL, ja as plantas NT e a PG-PGIP 2.23 A1 ja
apresentavam uma certa expressdo do gene palf ndo mostraram uma variagdo de
expressao apos 72 hai. Ao observarmos o marcador da via do ICS o gh3 (Figura 24B), as
trés plantas transgénicas (PG-PGIP 2.23 A1 a C1) quando né&o infectadas nao
apresentaram uma expressao significativa desse marcador, porém apos 72 hai mostrou um
aumento consideravel da expressao, ao contrario da NT que antes da infec¢ao ja mostrava
uma ativacado dessa via, porém apds 72 hai ndo houve um aumento relevante. Ja a
expressao do hpl, um competidor direto de substrato da via do AJ mostrou que apds a
infecgao por S. sclerotiorum teve um aumento da expressao 72 hai indicando que a via do
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AJ esta sendo suprimida, ao contrario da NT que nao foi detectavel a expressao desse
marcador. A grande questao refere-se a expressado do gene pr1, uma vez que todas as
plantas ja apresentavam niveis consideraveis de expressdo em 0 hai, ndo sendo observada

alteragao significativa entre 0 e 72 hai.

Estudos anteriores ja demonstraram que genes pal, sao induzidos sob estresse bidtico e
contribuem para a resisténcia, relacionada ao aumento de metabdlitos da via da
fenilpropanoide, associada a respostas como lignificagao, produgédo de compostos fendlicos
e biossintese de fitolexinas (Ranjan et al., 2019; X. Yang et al., 2024). Além de ser apontada
como contribuinte da producdo de AS, envolvendo a conversao de fenilalanina em acido
cindmico, seguido por [(-oxidagdo e formacdo de benzoil-CoA, um precursor de AS
(Dempsey et al.,, 2011; Ma et al., 2025). Com base nisso, infere-se que o aumento da
expressdo de pal1 nas plantas PG-PGIP 2.23 B1 e PG-PGIP 2.23 C1 possa ser um
indicativo de uma ativacao da via fenilpropanoide e/ou uma amplificacdo da sinalizagéo do
acido salicilico. Ja as plantas PGIP 2.23 A1 apresentaram uma expressao basal desse gene
que pode ser um indicativo de priming fisiologicos, pré condicionamento para resposta mais
rapida, ou até mesmo uma resposta basal mais elevada, possivelmente decorrente das
diferencas no estado imune pré-infecgao dessas plantas (Conrath et al., 2015; Mauch-Mani
et al., 2017). A planta 2.23 A1 por ja ter uma expressao pré-infecgdo, pode acarretar em
uma margem menor para o aumento de expressao poés-infecgdo tornando mais dificil

observar um aumento significativo na transcricao desse gene (Vergne et al., 2010)

Ao analisar o marcador gh3, associado a via de biossintese de AS pela rota ICS (Lefevere
et al., 2020), nas plantas transgénicas PG-PGIP 2.23 (A1 a C1), percebe-se uma indugéo
apods 72 hai, mostrando que essas plantas transgénicas tiveram uma resposta ao estresse
maior que a NT, mesmo que essa tenha apresentado uma resposta basal anterior podendo
também ser uma diferenca no estado imune pré-infecgao dessa planta (Mauch-Mani et al.,
2017). Por outro lado, o gene pr1, ndo obteve uma variagao significativa na expresséao tanto
em 0 hai quanto em 72 hai, em todas as plantas analisadas, mesmo com as mudancas
observadas no marcador gh3. Esse resultado € compativel com observacoes feitas em
estudos prévios, que nem todas as respostas de AS resultam em aumento expressivo de
PR1, especialmente sob infecgbes por organismos necrotroficos na qual a resposta pode
acontecer tardiamente (Ibanez et al., 2022; Novakova et al., 2014). Por fim, a expressao do
gene hpl, que compete pelo mesmo substrato que a enzima AOS, da via do AJ (Feussner

& Wasternack, 2002), mostrou um aumento consideravel apds 72 hai nas plantas
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transgénicas PG-PGIP 2.23 A1 a C1, e ndo obteve uma expressao detectavel em NT,
salientando que a via do AJ possivelmente esta reprimida nas plantas geneticamente

modificadas e consequentemente a via do AS esta ativada.

De modo surpreendente, ao analisar o evento transgénico PG-PGIP 1.45, cada uma das
trés plantas transgénicas examinada obteve um resultado diferente e constante nos trés
marcadores da via do AS. A planta PG-PGIP 1.45 A1 n&o infectada nao teve indicio de uma
ativagao pré-existente da via AS, tanto por PAL (Figura 25A) quanto por ICS (Figura 25B),
porém apos 72 hai teve uma expressao consideravel dos genes marcadores dessas vias,
porém de forma similar a NT. Quando olhamos hpl (Figura 25D), a planta PG-PGIP 1.45
A1, ja podia observar uma expressao basal desse marcador antes da infecgéo pelo fungo,
indicando uma néo ativagéo da via do AJ, porém 72 hai ocorreu uma repressao desse gene
indicando que essa via possa ter sido ativada. De forma distinta, a planta PG-PGIP 1.45 C2
apresentou uma expressao, mesmo que singela, de todos os trés marcadores (Figura 25A,
B e C) antes da infeccdo por S. sclerotiorum, com um destaque para os marcadores gh3 e
pr1 (Figura 25B e D), que mostraram uma expressédo superior a NT tanto em 0 horas quanto
72 hai, ja o marcador da via do AJ indicou que a planta provavelmente estava com essa via
ativada antes da infecgédo de S. sclerotiorum, porém apoés a infecgdo com S. sclerotiorum
nao houve uma alteragao. Por fim, a planta PG-PGIP 1.45 B2 apresentou o resultado mais
inusitado, onde ndo houve detec¢cao de uma expressao consideravel de nenhum dos trés
marcadores da via do AS, mostrando uma nao ativagdo dessa via, além de uma nao

expressao do gene hpl indicando que a via do AJ esta ativada.

Esses resultados nos mostram que o evento transgénico PG-PGIP 1.45 apresentou um
comportamento heterogéneo entre as trés progénies analisada, sugerindo a ocorréncia de
uma segregacao das copias inseridas na planta mae, resultando em diferentes estados
fisiologicos basais e diferentes equilibrios hormonais (Prohens et al., 2022; Roca Paixao &
Déléris, 2024; X. Yang et al., 2020). Enquanto PG-PGIP 1.45 A1 apresenta uma resposta
responsiva ao patdgeno caracteristica da soja, na qual a via do AS é induzida a patégenos
necrotroficos enquanto a via do AJ é reprimida (Beyer et al., 2021). A planta PG-PGIP 1.45
C2 apresenta um estado de alerta imunoldgico prévio, demonstrado nos genes pal1, gh3 e
pr1 sendo expresso pré-infeccado com o fungo S. sclerotiorum. Ja a planta PG-PGIP 1.45
B2 mostrou uma auséncia de ativacdo de AS possivelmente relacionada com a ativagao de
AJ, devido ao padrao de expressao apresentado do marcador hpl (Figura 25D) indicando

que a via do AOS possa estar ativada (Feussner & Wasternack, 2002).
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6. CONCLUSAO

A resisténcia a estresses bidticos, principalmente contra patdgenos necrotroficos e
hemibiotréficos, como € o caso de S. sclerotiorum € um papel complexo e ndo depende
apenas da presenga de genes de defesa, mas sim do orquestramento de uma ampla
ativacao transcricional, modula¢gdes hormonais e produgdo de metabdlitos secundarios.
Nesse contexto, a inser¢gdo do gene quimérico PG-PGIP no genoma de plantas de soja
mostrou que esse sistema nao atua de forma isolada, mas sim ativando uma rede complexa
de sinalizacdo que é modulada de forma distinta conforme a arquitetura do evento

transgénico.

A expressao do gene quimérico PG-PGIP mostrou um potencial biotecnoldgico no evento
PG-PGIP 2.23, o qual foi observado uma reducdo no avanco das lesdes causadas por
Sclerotinia sclerotiorum. Tal resultado € compativel com o modelo que sugere que a
interacdo entre poligalacturonases fungicas e inibidores vegetais favorece a formacgao de
oligogalacturonideos (OGs), moléculas sinalizadoras capazes de amplificar respostas de
defesa. Ao analisar a ativacdo de marcadores das vias do acido salicilico de forma
coordenada e o ajuste observado na expressao do marcador da via do acido jasménico,
sugere que o evento PG-PGIP 2.23 foi capaz de orquestrar uma calibragao entres as vias
de AS e AJ, fundamentais na resposta contra patégenos principalmente os que utilizam
estratégias necrotréficas como S. sclerotiorum, ficando perceptivel com a reduc¢ao da area

lesionada dessas plantas transgénicas.

Em contrapartida, o evento PG-PGIP 1.45 apontou que a simples presenca da construcéo
génica integrada no genoma nao garante um desempenho fisiolégico esperado e uniforme.
A heterogeneidade observada na expressao do transgene foi refletida em diferentes perfis
de expressdo dos marcadores das vias hormonais AS e AJ: pal1, gh3, pr1 e hpl. Esses
resultados indicam que a inser¢cdo do transgene do genoma foi resultante em multiplas
copias em loci independentes, possivelmente estruturalmente distintas e sujeitas a
segregacgao nas geragdes subsequentes. Ao analisar comparativamente as progénies do
evento PG-PGIP 1.45 a hipétese da variacao estrutural ganha forga com os resultados do
PCR e sequenciamento, e explica os estados basais distintos observados, resultando em

uma regulagédo hormonal disforme, mudando o equilibrio entre AS e AJ antes mesmo da
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infeccdo e resultando em susceptibilidade maior desse evento em relagdo ao fungo

hemibiotroéfico.

Considerando que Sclerotinia sclerotiorum apresenta fase inicial biotrofica antes de uma
fase necrotrofica agressiva, o sucesso da resposta de defesa do hospedeiro depende de
um ajuste preciso entre as respostas mediadas de AS e AJ, além de outras vias de
sinalizagao e producédo de metabolitos secundarios. Os resultados obtidos nesse trabalho
corroboram com essa afirmacao, mostrando que alteragcdes nesse balango podem resultar

tanto em uma contencao quanto em uma maior suscetibilidade a patdgenos.

Tais achados reforgam a necessidade de eventos transgénicos serem analisados néo
apenas quanto a presenga e auséncia do transgene, mas também quanto a sua integracao
ao genoma, se ocorreu de forma integra, o numero de cépias, o padrdao de expressao,
possiveis rearranjos e possiveis efeitos epigenéticos pois essas condigcbes podem

influenciar no estado fisiolégico da planta e modular sua competéncia imunoldgica.

Nesse contexto, apesar da utilizagcdo de promotores constitutivos, como o 35SCaMV,
favoreca a expressao continua do transgene e seja amplamente empregada em diversos
estudos, esse promotor pode em alguns casos resultar em altos custos metabdlicos devido
a ativacao permanente de mecanismos de defesa, resultando em alteragdes caracteristicas
agrondmicas desejaveis. No presente trabalho, mesmo que tais caracteristicas nao tenham
sido avaliadas, nao foram observadas diferencas fenotipicas evidentes entre os eventos
transgénicos, PG-PGIP, e as plantas controle nas condi¢des avaliadas. Ainda assim,
considerando possiveis impactos fisiolégicos em condigbes de campo ou ao longo de ciclos
produtivos, a utilizagdo paralela de construgdes reguladas por promotores induziveis, como
a quitinase, representa uma estratégia mais refinada para aplicacbes biotecnolégicas
futuras, permitindo que a expresséao do transgene ocorra preferencialmente em resposta ao
ataque do patégeno, sendo uma estratégia de resisténcia mais aprimorada e com menor

impacto sobre o desempenho agrondmico da cultura.

De maneira geral, esse estudo evidencia que a integragdo do gene quimérico PG-PGIP
estabelece uma estratégia promissora para o fortalecimento da imunidade de plantas,
especialmente em soja (Glycine max), como ja havia sido observado em plantas de
Arabidopsis transgénicas (Benedetti et al., 2015), apesar do sucesso dessa abordagem ser
dependente da integracao integra do transgene no genoma da planta alvo. Reforgando a

premissa que a geracao in vivo de OGs como amplificadores de sinalizagdo pode gerar
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uma ativacédo da resposta imune desencadeada por DAMPs, oferecendo uma alternativa

para o desenvolvimento de cultivares mais resistentes.

Dessa forma, constata-se que além de contribuir para a compreensao dos mecanismos
moleculares envolvidos na resisténcia ao mofo branco, é de extrema importancia o
entendimento de uma forma mais integralizada da fisiologia vegetal, interacdo moleculares
e da caracterizagao estrutural de eventos transgénicos para o desenvolvimento de solugdes
biotecnoldgicas na agricultura. A resisténcia efetiva surge ndo apenas da introdu¢do de um
gene, mas da harmonizagdo entre a construgcao inserida e a rede regulatoria da planta

hospedeira.

Os resultados aqui obtidos abrem caminhos para aprofundar a compreensao dos
mecanismos moleculares subjacentes a modulagdo da resisténcia mediada pelo sistema
PG-PGIP em Glycine max. Futuramente além da geragao de mais eventos transgénicos,
tanto com os promotores induziveis quanto os constitutivos, estaveis e com producao de
sementes viaveis e positivas urge a necessidade de quantificar e caracterizar a produgéo
de OGs e paralelamente realizar analises do transcriptoma a fim de analisar de forma mais
profunda como a insercado do transgene na planta impacta a rede complexa de interagcbes

moleculares durante a infecgéo por patdégenos.
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