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Apesar dos numeros positivos, nos Ultimos anos devido ao aumento da
frequéncia e intensidade dos periodos de seca, fato provavelmente associado as
recentes mudancas climaticas globais, as perdas na produtividade de soja tém sido
recorrentes e expressivas (EMBRAPA, 2014). Os valores acumulados em perdas
decorrentes de periodos de déficit hidrico, nos ultimos anos (safras 2003/2004 a
2012/2013), alcancam a cifra de US$ 46,6 bilhdes (FARIAS, 2014 dado né&o
publicado). Neste contexto, o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas
(PGMs) com genes que conferem tolerancia a seca podera contribuir para amenizar os
problemas decorrentes do déficit hidrico. Além dos fatores de transcricdo, que
desencadeiam a expressao de genes em cascata, a manipulagéo de genes chaves em
vias metabdlicas especificas envolvidas na defesa vegetal ao déficit hidrico também
vem sendo bastante utilizada no desenvolvimento de cultivares mais tolerantes.

Muitas evidéncias apontam, em plantas, para a presenca de duas vias
regulatérias de resposta ao déficit hidrico, uma dependente do acido abscisico (ABA) e
outra independente do ABA (YAMAGUCHI-SHINOZAKI e SHINOZAKI, 2005). Este
horménio vegetal € peca chave na regulacdo de uma variedade de processos de
desenvolvimento vegetal coordenando ainda uma complexa rede regulatéria que
possibilita a sobrevivéncia das plantas mesmo em condi¢des de baixa disponibilidade
de 4gua (CUTLER et al., 2010; KIM et al., 2010).

Com o foco de desenvolver cultivares mais tolerantes a seca, alguns trabalhos
disponiveis na literatura cientifica apontam que aumentos na expressado de genes que
codificam enzimas que atuam na via biossintética de ABA melhoram o desempenho
das plantas sob déficit hidrico (IUCHI et al., 2001; TAN et al., 2003; ENDO et al.,
2008). Neste contexto, o objetivo do trabalho foi obter via Agrobacterium tumefaciens
eventos de soja geneticamente modificadas com a construcdo génica SAT6 e
caracterizar molecularmente os eventos obtidos quanto ao nimero de insercdes e
segregacao do transgene. O gene SAT6 faz parte da via biossintética do ABA.

O método de transformacédo genética utilizado foi descrito por Paz et al. (2006),
com modificagbes. A cultivar convencional de soja BRS 184 foi utlizada nas
transformac6es. DNA génomico foi extraido do tecido foliar das plantas de soja
transformadas de acordo com o protocolo proposto por Doyle & Doyle (1987) com
modificagbes. Para confirmacdo dos eventos positivos uma amplificagdo por PCR
convencional foi realizada utilizando-se pares de primers especificos para o gene de
interesse.Para a realizacdo do teste de segregacdo ou zigosidade, foram utilizadas
amostras dos eventos da geracdo T,. O teste do Qui-quadrado (X?) (p<0.05) foi
realizado para verificar se 0 gene exdégeno apresentava segregacdo mendeliana.

A quantificacdo absoluta, para numero de copias inseridas, foi realizada
utilizando o gene enddgeno da lectina para a normalizacdo (MEYER, 1994) e o
sistema de deteccdo SYBR Green® (GIULIETTI et al., 2001). Para a quantificacdo do
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namero de cépias, nos eventos, na geracdo T;, 0 método 2°8CY2 £oi utilizado (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001; BARBOSA et al., 2012; ENGELS et al., 2013).

Um total de 184 explantes de soja convencional BRS 184 foram geneticamente
modificados, via Agrobacterium, com a construgcdo SAT6. Destes, 2 eventos foram
obtidos e identificadas como, 2HAL1 e 2HA2, com uma eficiéncia de transformacéo de
1,1 %. Na geracéo T,, 7 plantas foram identificadas como positivas, sendo 5 do evento
2Hal e 2 do evento 2Ha2 (Figura 1).

A andlise de segregacdo do gene exdgeno SAT6 nos eventos mostrou que o
evento 2Hal apresentou segregacdo mendeliana 3:1, uma vez que o teste de X2
(p=0.05) mostrou-se nao significativo. O evento 2Ha2-51 apresentou apenas uma
planta com a insercdo do gene SAT6 mostrando segregacdo ndo-mendeliana. No
evento 2Ha2-52 a presenca do transgene nao foi confirmada.

Os dados do RT-gPCR mostraram a presenca de 1 a 4 copias do transgene no
evento 2Hal e o evento 2Ha2-52 apresentou 1 cépia do transgene (Tabela 1).

Contudo, a construgdo génica SAT6 foi inserida com sucesso no genoma da
soja e 2 eventos positivos foram obtidos. Ainda, o protocolo de transformagéo genética
de soja via Agrobacterium tumefaciens foi eficiente para introduzir a constru¢do no
genoma da soja e 0 evento 2Hal apresentou segregacdo conforme os padrdes
mendelianos. Por fim, como esperado quando se utiliza via Agrobacterium
tumefaciens, os eventos obtidos apresentaram poucas coOpias inseridas do transgene
(L a4d).
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Figura 1. PCR convencional dos eventos T; de soja identificadas como positivas para a
construcdo génica SAT6. Legendas: 2HAL; 2HA2 (eventos transgénicos T,); Branco; BRS 184
(controle negativo); pMDC123-iGUS (plasmidio contendo o transgene SAT6) utilizado como
controle positivo; ladder 1 Kb Plus nas extremidades do gel (1% de agarose).

Tabela 1. Taxa de segregacao (Xz) na geragéo T, para a construcdo SAT6. (p<0.05). Legenda:
Sim (S); Nao (N).

Genotipo  Positiva Negativa  X*  Segregagéo 3:1 Copias
2Hal-02 95 24 1,48 S 1-2
2Hal-03 71 24 0,00 S 1
2Hal-04 182 57 0,18 S 34
2Hal-05 5 1 0,06 S 1
2Hal-06 22 8 0,01 S 1
2Ha2-51 - 291 - N -
2Ha2-52 1 46 - N 1




