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Introducéao

Com o desenvolvimento da engenharia genética, muitos genes
relacionados com estresses abidticos como tolerdncia a seca,
salinidade, calor e com estresses bidticos, como resisténcia a doencas,
além de outras caracteristicas de interesse agronémico tém sido
incorporados em plantas de interesse econédmico como a soja. Esses
genes podem ser isolados de outras plantas, microrganismos ou
animais (Visarada et al., 2009). As plantas transgénicas obtidas pelo
método indireto de transformacao via Agrobacterium tumefaciens
geralmente apresentam baixo nimero de cépias do transgene, fato
vantajoso para o desenvolvimento de eventos elite a serem repassados
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ao programa de melhoramento, para introgressao da caracteristica em
cultivares comerciais.

Quando uma planta é transformada com um gene de interesse,

o transgene é integrado no genoma em somente um dos dois
cromossomos homdlogos na primeira geracéo (To), neste caso o
transgene estd em hemizigose. De acordo com as leis de segregacao de
Mendel, apés autofecundagao de uma planta To abrigando uma Udnica
copia do transgene (A), sdo esperados na geracao T1 que 25% das
plantas sejam homozigotos (AA), 50% sejam heterozigotas (Aa) e 25%
das plantas ndo contenham o gene. Sendo assim, apds a obtencéao

das plantas transgénicas, faz-se necesséria a caracterizacao molecular
dos eventos quanto ao numero de cépias inseridas, estudo de heranca
e a andlise da expressao génica, uma vez que o local de integracao

e quantidade de cépias inseridas do transgene pode influenciar,
positivamente ou negativamente, na resposta da planta.

E importante verificar se a segregacdo do transgene ao longo das
geracdes segue as leis de segregacao de Mendel com resultado
esperado de 3:1, indicando que, provavelmente, a planta transformada
contenha apenas uma cdpia do transgene. Assim, para a descendéncia
T1 pode-se inferir o nUmero de cépias de acordo com sua zigosidade.
Entretanto, esse dado s6 pode ser confirmado com a andlise da
geracao T2 observando se a prole é toda homozigota pela presenca

do transgene. Cabe ressaltar que a insercdo de multiplas cépias

do transgene pode levar a desarranjos cromossémicos no genoma,
silenciamento génico e outros efeitos que dificultam a interpretacao

da real interacdo entre os produtos génicos (MENG et al., 2006;
SCHUBERT et al., 2004).

A transformacao via Agrobacterium tumefaciens, auxilia no
desenvolvimento de estratégias visando a obtencao de cultivares

de soja mais tolerante ao déficit hidrico, uma vez que alguns pontos
como a heranca poligénica da caracteristica e a baixa variabilidade
genética da cultura dificultam o uso do melhoramento genético da
soja e de suas técnicas cldssicas. Assim, o presente trabalho objetivou
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analisar a segregacdo da progénie de plantas de soja transformadas
com transgene para tolerdncia a seca por meio de infeccao de
Agrobacterium tumefaciens.

Material e métodos

Foram utilizados sementes T+ de b eventos GMs diferentes,
transformados para toleréncia a seca via infeccao de Agrobacterium
tumefaciens. Foram analisadas 13 sementes do evento 1, 58 sementes
do evento 2, 52 sementes do evento 3, 41 sementes do evento 4 e 37
sementes do evento 5.

As sementes foram semeadas em vasos de 8L com substrato
constituido de terra:areia:composto organico (3:2:2), em casa de
vegetacdo. Quando as plantas atingiram o estadio de desenvolvimento
vegetativo V2-V3, uma amostra de folhas jovens na regido apical da
planta foi coletada. As amostras foram pulverizadas em shake master
na presenca de nitrogénio liquido e o DNA genémico extraido de acordo
com o protocolo descrito por DOYLE & DOYLE, (1987). A qualidade
do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etideo e visualizado em transluminador UV
(Loccus Biotecnologia modelo LPIX). O DNA foi analisado via PCR
convencional para confirmacao da presenca do inserto.

Para identificacdo do transgene, as amostras foram submetidas a um
PCR convencional utilizando um par de primers especifico para a regiao
codante do gene de interesse (5 "ATGAACTCATTTTCTGCTTTTTCTGS3’
e 5’ TTAATAACTCCATAACGATACGTCG3’) com produto de
amplificacao de 649pb. A reacéao foi realizada em volume de 25uL,
composta de 5uM de cada primer F e R, 0,4mM de dNTP’s, 2 mM
cloreto de magnésio, 1U de Taq DNA polimerase e 60 ng de DNA. As
amplificacGes foram realizadas em termociclador modelo Veriti Applied
Biosystems e a ciclagem utilizada foi composta por desnaturacao
inicial de 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 seg,
55°C por 30 seg e 72°C por 30 seg e 72°C por 7 min. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose

1,2% corado com brometo de etideo e visualizados em transluminador
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UV (Loccus Biotecnologia modelo LPIX). A anélise da segregacéo foi
feita identificado a presenca ou auséncia de bandas especificas no gel
de agarose. O teste do y2 (p=0.05) foi realizado para verificar se o
transgene apresentava segregacao mendeliana.

Resultados e discussao

Dos cinco eventos T1 avaliados, dois (eventos 1 e 3) apresentaram
amplificacdo da progénie (Figura 1) e segregaram de acordo com as
Leis de Mendel, apresentando segregacao de 3:1 (Tabela 1). Supde-
se, considerando a segregacdao mendeliana de 3:1 e o método de
Agrobacterium tumenfaciens utilizado para obtencao dos eventos,
que geralmente insere baixo numero de cdépias, que foi inserido
apenas uma coépia do transgene no genoma desses dois eventos.
Contudo, é necesséria a avaliacdo da geracdo T2 para confirmacéao
desse dado. Trés eventos (2, 4 e 5) nao transmitiram o transgene para
sua descendéncia. De acordo com Romano e colaboradores (2005)
0s possiveis mecanismos envolvidos na eliminacdo de transgenes
sdo recombinacdes intracromossomais, instabilidades genéticas
provenientes das manipulacdes da cultura de tecido, e co-eliminacao
dos transgenes ativado por algum processo de defesa do genoma
da planta. Assim algum desses mecanismos pode ter promovido a
eliminacao do transgene na progénie desses eventos.

Concluséo

A anédlise de segregacao permitiu selecionar dois eventos (1 e 3) que
na geracdo T:1 se comportaram de acordo com as Leis de Segregacéao
de Mendel, possibilitando o avanco de geracao nesses eventos para
anélises complementares para confirmacdo do ndmero de insercao,
expressao génica relativa para avaliacao do efeito do transgene e
posicao de insercdo para posterior selecdo de um evento “elite”. Os
eventos 2, 4, 5 ndo apresentaram a presenca do transgene na geracao
T1 e foram descartados.
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Figura 1. PCR convencional realizado com primers especificos para a regido codante do

transgene em plantas de soja transformadas via Agrobacterium tumefaciens para selecdo

de eventos positivos. Produto de amplificacdo esperado de 649pb.

Tabela 1. Proporcdo da segregacdo do transgene na geracdo T1 dos cinco eventos GMs
obtidos com a construcdo especifica para tolerancia a seca.

ot poy . Mesaivas  Fo  TONERS x eow
Evento 1 13 10 3 9,75 3:1 0,00641 NS
Evento 2 58 0 58 43,5 0 43,5 S
Evento 3 52 38 14 39 3:1 0,025641 NS
Evento 4 41 0 41 30,75 0 30,75 S
Evento 5 37 0 37 27,75 0 27,75 S

Legenda. Fo = Frequéncia observada; Fe = Frequéncia esperada; x2 = (Fo-Fe)?/Fe; NS = Nao Sig-
nificativo; S = Significativo.
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