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Introdugao

O Brasil é o segundo maior produtor mun-
dial de soja, atras apenas dos EUA. Na safra
2016/2017, a producédo brasileira alcangou
33,85 milhdes de hectares, com uma expec-
tativa de produgédo de 113,01 milhdes de to-
neladas (CONAB, 2017). Apesar dos nimeros
positivos, a cultura, como qualquer outra en-
frenta problemas relacionados a escassez ou
excesso de nutrientes, solo, clima, pragas e
insetos, doencas, entre varios outros desafios
ambientais de ordem bidtica e abidtica.

A biotecnologia pode contribuir para solu-
cionar alguns dos principais problemas que
afetam o potencial produtivo da soja. O desen-
volvimento de organismos geneticamente mo-
dificados (OGM) é uma alternativa, no entanto,
a eficiéncia da metodologia depende da utiliza-
¢do de um sistema de marcador/ agente sele-
tivo que auxilie na sele¢éo positiva de células
transformadas (SOUZA JUNIOR et al., 2001).
Esses genes marcadores podem ser cotrans-
feridos (transformados) juntamente com ou-
tros genes que irdo conferir caracteristicas
agrondmicas de interesse. Usualmente, genes
marcadores/selegédo sdo de antibiticos ou de
herbicidas. Um dos genes utilizados para este
proposito € o gene bar ou pat [isolados res-
pectivamente de Streptomyces hygroscopicus
(THOMPSON et al., 1987), e S. viridochromo-
genes (WOHLLEBEN et al., 1988)], que confe-
rem resisténcia ao glufosinato de amdnio, um
herbicida de uso comercial, de amplo espec-
tro de agéo e alta eficiéncia (NANDULA et al.,
2007; FRANCO et al., 2012).

Os programas de melhoramento genético
tém utilizado junto ao cassete de transforma-
¢do que contém o gene de interesse, agen-
tes de selegdo, uma vez que, estes facilitam
a identificagéo das células transgénicas, além
de permitir monitora-las e selecionar a progé-
nie de interesse. Sendo assim, o objetivo des-
se trabalho foi otimizar um sistema de selecéo

de plantas GMs por meio da pulverizagdo do
glufosinato de amoénio em plantas transforma-
das, em casa de vegetacéao. A selecao positiva
da resisténcia pressupde a selegdo do gene de
interesse, inserido juntamente com o agente
seletivo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacao, nas instalacdes da Embrapa Soja.
Sementes de dois eventos GMs, obtidos inde-
pendentemente e com a mesma construcao
génica, e da cultivar convencional de soja BRS
184 (background genético das transgénicas)
foram germinadas em papel Germitest® ume-
decidos. A construgéo inserida nos eventos
GMs contém como gene marcador de selecéo
0 gene bar, que codifica a enzima fosfinotricina
acetil transferase que confere resisténcia ao
herbicida glufosinato de aménio.

Quatro dias ap6s a germinagéo, as semen-
tes foram transferidas para vasos de 1L pre-
enchidos com terra:areia:composto organico
(3:2:2). Um total de 16 plantas por evento GM
e das plantas controle foram amostradas. As
plantulas foram mantidas em casa de vegeta-
¢do com temperatura programada a 28+2°C.
Quando as plantas atingiram o estagio de de-
senvolvimento V4, o herbicida glufosinato de
amdnio foi aplicado por pulverizagdo, em con-
centragado de campo de 1500 I.ha' FINALE™
(2009 ingrediente ativo por litro de glufosinato
de amodnio). Sete dias apds a aplicagao, as
plantas foram avaliadas quanto a resisténcia
ao herbicida, sendo consideradas plantas po-
sitivas para o gene de interesse, as plantas
que sobreviveram a aplicacéo.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos mostraram que para
o evento GMO01 de soja (Figura 1A), nenhuma
das plantas amostradas sobreviveu a aplicagéo



do herbicida. Ja para o evento GMO02 (Figura
1B) sete plantas (43,75%) sobreviveram a
aplicacdo do herbicida. As plantas da cultivar
convencional BRS 184 (planta controle) nao
sobreviveram a aplicacdo do glufosinato de
amonio (Figura 1C). A utilizacdo deste herbici-
da por pulverizagdo também vem sendo muito
empregada a fim de facilitar a selegcdo em casa
de vegetacao. Varias culturas ja apresentam o
gene bar incluido no cassete de transformacéao
como agente de selecéo ou até mesmo plan-
tas GMs de maracuja (MARTINEZ et al., 2005),
milho (VIDIGAL et al., 2014) e soja (HONNA,
2016; MOLINARI, 2016) ja foram selecionadas
por esta metodologia.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem
uma baixa expressao do gene bar nas plan-
tas geneticamente modificadas, uma vez que,
a confirmagéo da presencga do gene bar e do
gene de interesse no genoma foi realizada
via PCR convencional em ambos os eventos
GMs, confirmando a inser¢do. No entanto, a
expressao do transgene e do gene de selegcéo
depende de outros fatores, inerente ao gené-
tipo, a construcéo, e ao local de insergédo no
genoma. Assim como os dados obtidos aqui,
Lopes (2016), ao transformar tabaco utilizando
0 gene bar como agente de selegdo presente
no cassete de transformacgao, também identi-
ficou uma expressdo variavel entre os even-
tos GMs. Os niveis de expressao génica estdo
usualmente relacionados, principalmente ao
local de integracado do transgene no genoma
vegetal (JOYCE et al. 2014), que pode ser em
regides promotoras de genes transcricional-
mente ativos (BOURRAS et al., 2015) ou né&o,
bem como em diferentes regiées do genoma
que possam apresentar baixo niveis de trans-
cricédo (GELVIN; KIM, 2007), e também ao nu-
mero de copias inseridas, resultando em varia-
¢bes nos niveis de expresséo ou até mesmo
no silenciamento da expressao génica, e com
isso respostas variaveis de tolerancia ao glufo-
sinato de aménio sdo observadas.

Conclusao

Neste trabalho, devido a baixa expressao
do transgene, a aplicagdo do herbicida apre-
sentou baixa selecdo de plantas transforma-
das.

Este método de avaliagdo se mostrou efi-
caz para identificacdo das plantas em que a
expressao do transgene ¢ alta.
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Figura 1. Aspecto das plantas de soja ap6s 07 dias
da aplicagdo do herbicida glufosinato de ambnio
(concentragdo de campo de 1500 l.ha' FINALE™
- 200g ingrediente ativo por litro de glufosinato de
amonio). Em A: cultivar convencional de soja BRS 184,
em B: evento GM02 e em C: evento GM01 (C), *Todas
as plantas receberam a mesma aplicagao do herbicida.



