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Introducgao

A soja é um importante grdo comercial, sen-
do o Brasil o segundo maior produtor mundial.
Utilizado em varios produtos e subprodutos da
agroindustria, industria quimica e de alimen-
tos o gréo € muito versatil (EMBRAPA SOJA,
2017).

A utilizacio da soja em diversas areas dain-
dustria permitiu aumento de producao e produ-
tividade a cultura, muitas vezes obtido através
de inovagbes genéticas, como a transgenia,
que pela insercdo de genes exdgenos, pode
facilitar o manejo da cultura, como também,
melhorar o desempenho frente a estresses bio-
ticos e abibdticos (ROESSING; LAZZAROTTO,
2005), pela insercdo de genes que conferem
tal caracteristica.

A producdo de plantas transgénicas pode
ser realizada por diferentes métodos. Um dos
mais utilizados é o método indireto de transfor-
magao via Agrobacterium tumefaciens capaz
de inserir um baixo numero de copias do gene
de interesse no genoma hospedeiro (CARRER
et al., 2010). Espera-se que o transgene tenha
sido integrado ao genoma em somente um dos
dois cromossomos homologos na primeira ge-
ragao (T,), estando assim em hemizigose. De
acordo com as leis de segregacédo de Mendel,
apds o processo de autofecundagdo de uma
planta T abrigando uma Unica copia do trans-
gene (A), espera-se que na geragao seguinte,
T, 25% das plantas sejam homozigotas (AA),
50% sejam heterozigotas (Aa) e 25% das plan-
tas ndo contenham o gene (aa). Entretanto,
este comportamento depende de uma série
de fatores e, por estas razdes, uma analise de
segregacao do transgene nas geracgbes sub-
sequentes deve ser realizada. Neste contexto,
o objetivo do presente estudo foi determinar a
eficiéncia de transformacgéo de trés constru-
¢bes génicas inseridas em soja e caracterizar
molecularmente os eventos, quanto ao padréo
de segregagdo dos mesmos na geragao T, a

fim de selecionar os eventos homozigotos para
os respectivos genes de interesse inseridos.

Material e Métodos

Foram transformados, via Agrobacterium
tumefaciens de acordo com o protocolo de PAZ
et al. (2006) com modificagbes, 239 explantes
da cultivar convencional de soja BRS 184, 276
explantes da cultivar BRS 283 e um total de
519 explantes BRS 388RR. Foi utilizada uma
construcao génica contendo gene candidato a
conferir tolerancia a seca. A eficiéncia de trans-
formagéao foi calculada dividindo o numero de
plantas positivas obtidas pelo total de explan-
tes utilizados nos processos de transformacéo.

Na geragado T,, foram utilizadas 14 semen-
tes provenientes do evento GM 20a5, 25 se-
mentes do evento GM 20a4 sendo essas
duas obtidas a partir dos explantes da culti-
var de soja BRS 184; 13 sementes do evento
GM 3Pa5, 34 sementes do evento GM 3Pa6,
obtidas a partir dos explantes da cultivar de
soja BRS 283; 14 sementes provenientes do
evento GM 4Na2, 7 sementes provenientes do
evento GM 4Na3, 26 sementes provenientes
do evento GM 4Na4 e 9 sementes provenien-
tes do evento GM 4Nab, obtidas a partir dos
explantes da cultivar de soja BRS 388RR.

As sementes foram semeadas em va-
sos de 8L com substrato constituido de
terra:areia:composto organico (3:2:2), em casa
de vegetacgdo. Para a realizacdo do teste de
segregacao, discos foliares dos eventos na ge-
ragao T, foram coletados, imersos em nitrogé-
nio liquido e macerados no shake master para
extragcdo do DNA gendmico de acordo com o
protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987).
Em seguida, o material foi analisado via PCR
(Reagdo da Polimerase em Cadeia) conven-
cional utilizando pares de primers especificos
para cada uma das construgdes inseridas. A
reagcdo de amplificacdo e a ciclagem utiliza-
da seguiram padrdes descritos na literatura. A
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presenca ou auséncia de bandas especificas
foi verificada em gel de agarose a 1% (p/v).
Plantas de soja das geragdes T, dos eventos
20a5, 20a6, 3Pab, 3Pa6, 4Na2, 4Na3, 4Na4 e
4Nab5 foram analisadas. O teste do X? (p<0.05)
foi realizado para verificar se o transgene apre-
sentava segregacao mendeliana (3:1).

Resultados e Discussao

A cultivar convencional de soja BRS 388RR
(Tabela 1) apresentou a maior eficiéncia de
transformacao (2.3%) comparada as demais
cultivares convencionais. Sabe-se que, a efici-
éncia de transformacao esta intimamente rela-
cionada a fatores como, o genétipo da planta,
o tipo de tecido transformado, o vigor dos ex-
plantes, a estirpe da bactéria, o vetor utiliza-
do, o sistema de selecdo e as condicbes de
cultivo (CHENG et al., 2004). Uma alternativa
para melhorar a eficiéncia de transformacéo é
a otimizacao do protocolo. Visando aumentar a
frequéncia de eventos transformados, ajustes
na manipulagdo da bactéria e do tecido alvo
podem ser realizados (GIROTTO et al., 2012).

Os resultados do teste de segregagdo mos-
traram que para os eventos da geragdo T,
(Tabela 2) seis eventos (20a6, 3Pa5, 3Pa6,
4Na2, 4Na4 e 4Nab5) segregaram de acordo
com as Leis de Mendel na proporg¢ao de 3:1,
sugerindo baixo numero de copias inseridas
no genoma hospedeiro. Esses eventos serao
selecionados para o avango de geracgéo e ana-
lises complementares tais como, confirmagao
do numero de cépias inseridas do transgene,
expressao génica relativa do transgene e se-
quenciamento do local de inser¢gdo no genoma
hospedeiro. Dois eventos (20a5 e 4Na3) nao
segregaram na proporgdo esperada de 3:1
(Tabela 2), e portanto, ndo foram multiplicados
para avango da geragéo T,.

De modo geral, padrdes de segregacao
excepcionais ocorrem como resultado da in-
sercdo de mais de uma cbpia do gene de in-
teresse em locos distintos, com frequéncia de
recombinagdo, ou ainda como consequéncia
da intransferibilidade do transgene para as ge-
racdes sucessivas, que ocorre muitas vezes
em razao do local onde o gene de interesse
foi inserido no genoma da planta (YIN et al.,
2004). Segundo Romano et al. (2005), os pos-
siveis mecanismos envolvidos na eliminagéo
de transgenes s&o recombinagdes intracro-
mossomais, instabilidades genéticas prove-
nientes das manipulagdes da cultura de tecido,
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e co-eliminagdo dos transgenes ativado por
algum processo de defesa do genoma da plan-
ta. Sendo assim, algum desses mecanismos
pode ter promovido a eliminacdo do transgene
na progénie desses eventos.

Conclusao

A maior eficiéncia de transformacao foi obti-
da para a cultivar BRS 388RR que apresentou
um maior numero de plantas positivas para a
construcao inserida.

A analise de segregacdo permitiu selecio-
nar seis eventos (20a6, 3Pa5,3Pa6, 4Na2,
4Na4 e 4Na5), que na geragdo T, apresenta-
ram padrao de segregacdo mendeliano.

Os eventos 20a5 e 4Na3 n&o segregaram
na propor¢céo esperada, e portanto, ndo foram
multiplicados para avango da geragéo T,,.

A caracterizacdo molecular, associada a fe-
notipagem sob déficit hidrico em casa de vege-
tacdo e campo, auxiliam na selecédo de possi-
veis eventos elite com maior tolerancia a seca.
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Tabela 1. Eficiéncia de transformacao dos eventos GMs 20a5, 20a6, 3Pa5, 3Pa6, 4Na2, 4Na3, 4Na4 e
4Na5 em diferentes gendtipos de soja (BRS 184, BRS 283 e BRS 388RR).

Soja Eventos Explantes de Plantas Eficiéncia de
Convencional Soja Positivas Transformagdo
Convencional (%)
20a5 239 2 0,83
BRS 184
20a6
3Pa5 276 2 0,72
BRS 283
3Pab
4Na2 388 3 2,30
BRS 388RR 4Na3
4ANa4
4ANa5 131 1 0,76

Tabela 2. Proporgao de segregagéo dos diferentes transgenes na geragdo T, dos eventos GMs obtidos

com construgdes diversas.

Total de Positivas Negativas Fe Proporgao X2 P (%)
Plantas (FO) da
(T1) Segregacgao

20a5 14 6 8 10,5 0 7,714 S
20a6 25 16 9 18,75 3:1 1,613 NS
3Pa5 13 8 5 9,75 3:1 1,256 NS
3Pa6 34 25 9 25,5 3:1 0,039 NS
4Na2 13 10 3 9,5 3:1 0,078 NS
4Na3 7 3 4 5,25 0 3,857 S
4Na4 25 22 3 18,75 3:1 2,253 NS
4Na5 9 7 2 6,75 3:1 0,037 NS

Fo = Frequéncia observada; Fe = Frequéncia esperada; x2 = (Fo-Fe)2/Fe; NS = Nao Significativo; S = significativo; *G=N-1=1

*Tabela do X2=3,84.



