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Introducgao

Atransformacgéo genética de plantas media-
da por Agrobacterium vem sendo amplamente
utilizada em transformagbes genéticas de um
grande numero de culturas, incluindo mono-
cotiledéneas e eudicotiledéneas (GELVIN,
2003). A técnica possui algumas vantagens
se comparada a outras metodologias disponi-
veis atualmente, como o menor custo, sendo
considerada uma opc¢éao viavel para a expres-
sdo estavel de um gene de interesse em ge-
racdes sucessivas (TRAVELLA et al., 2005).
Esta metodologia pode ainda minimizar pro-
blemas de expressao decorrentes da insergao
de multiplas copias em locus unicos ou distan-
tes (GIROTTO et al., 2012), como o silencia-
mento génico total ou uma baixa expresséo.
Selecionar eventos com apenas uma cépia do
transgene possibilita também monitorar a se-
gregacéao conforme as leis de Mendel e isso im-
plica em maior facilidade de sele¢do de even-
tos homozigotos para programas de melhora-
mento. A importancia da homozigose ¢ facilitar
a predicdo do comportamento das progénies e
a obtenc&o de ganhos genéticos entre as ge-
ragbes (MACHADO et al., 2016). Sabe-se que
apos a obtencao de um evento geneticamente
modificado, algumas caracterizagdes devem
ser realizadas, dentre elas a caracterizagdo do
padrao de segregagdo do transgene. Se uma
Unica copia do transgene for inserida em um
locus unico no genoma hospedeiro, o padréao
de segregacdo mendeliana é esperado. No
entanto, padrbes de segregacédo excepcionais
e a intransferibilidade do transgene para as
geragdes sucessivas podem ocorrer, respecti-
vamente como resultado da insergao de mais
de uma cépia do gene de interesse em Jocus
distintos com frequéncia de recombinacdo e
da instabilidade génica devido ao local onde
o gene de interesse foi inserido no genoma
da planta (YIN et al. 2004). Estas dificuldades
podem ser minimizadas na transformagéao via
Agrobactérium, uma vez que, quando o trans-

gene € inserido em mais de uma cdpia em um
mesmo locus estas costumam co-segregar
(ISHIDA et al. 1996), apresentando padrdo
mendeliano. Neste contexto, o objetivo do tra-
balho foi caracterizar molecularmente quanto
ao numero de copias e padrao de segregacao
do transgene, eventos GMs obtidos indepen-
dentemente, com a mesma constru¢ao génica.

Material e Métodos

Inicialmente, sementes de dois eventos
GMs (Geneticamente Modificados) GM1 e
GM2 na geragao T, e das respectivas plantas
T, GM1-1, GM1-2, GM1-3, GM1-4,GM1-5 e
GM2-1, GM2-2 foram semeados em casa de
vegetacdo. Discos foliares de cada plantula
foram coletados e o DNA genbmico extraido
utilizando-se o protocolo descrito por Doyle e
Doyle (1987). Para confirmagéo dos eventos
positivos uma amplificacédo por PCR conven-
cional foi realizada utilizando-se pares de pri-
mers especificos para o gene de interesse. O
teste do Qui-quadrado (X?) (p<0.05) foi reali-
zado para verificar se 0 gene exdégeno apre-
sentava segregacao mendeliana. A quantifica-
¢ao absoluta para numero de copias inseridas
foi realizada utilizando o sistema de detecgéo
SYBRGreen®, conforme instrugdes do fabri-
cante (GIULIETTI etal., 2001). O gene endoge-
no da lectina (GmLectina, Acesso No. K00821)
foi utilizado como gene referéncia para a nor-
malizacdo por ser espécie especifico e apre-
sentar apenas uma copia no genoma haploide
de soja (FINER et al., 1996). O método 2-4¢¥2
foi utilizado para a quantificagdo do numero
de copias do transgene, onde o ACt é calcula-
do pela diferenca entre o valor de Ct do gene
alvo pelo Ct do gene referéncia para o calculo
do numero de copias (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). A reagéo foi realizada em termociclador
Veriti® (Life Technologies, Califérnia, Estados
Unidos), e composta por 3 estagios, um peri-
odo inicial de 50°C por 2 min seguido de 95°C
por 10 min; o segundo estagio composto por
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40 ciclos a 95°C por 15s, 60°C por 1 min, 95°C
por 15s, 60°C por 15s e por fim um periodo de
95°C por 15s.

Resultados e Discussao

No presente estudo, em duas plantas irméas
provenientes de um mesmo evento genetica-
mente modificado (GM), aqui chamado GM2,
a presenca da banda de interesse positiva foi
muito sutil na geragéo T, (Figura 1), e pode-se
observar que ndo houve transferéncia do trans-
gene para a geragdo T, (Figura 2). Estes da-
dos obtidos a partir do evento GM na geragéo
T, sugerem certa instabilidade da construgao
génica inserida. Esta instabilidade pode estar
relacionada ao local de inser¢céo do transgene
no genoma (YIN et al. 2004). J4 para evento
GMH1, gerado de modo independente, os pa-
drdes de segregagdo seguiram a proporgao
3:1 de acordo com o teste qui-quadrado (X?)
na geragédo T,. Todas as linhagens irmas (plan-
tas identificadas como GM1-1; GM1-2; GM1-3;
GM1-4; GM1-5) do evento GM1 apresentaram
segregacao mendeliana.

Os resultados da quantificacdo do nume-
ro de coépias por RT-gPCR mostraram que as
plantas da geragédo T, do evento GM1 apresen-
taram entre 1 a 4 copias inseridas do transge-
ne, enquanto que no evento GM2, a presenca
de copias do transgene nao foi detectada, con-
firmando os dados de PCR convencional, de
que o gene n&o foi transmitido da geragéo T,
para T,. Para o evento GM1, a insergéo das co-
pias pode ter ocorrido no mesmo locus génico,
exibindo o comportamento de um unico gene
dominante, mesmo com 4 copias do transgene
no genoma, segregando assim na proporgao
de 3:1. Quando multiplas copias sao inseri-
das, elas podem co-segregar como um /ocus
transgénico, integrando-se em um /ocus muito
préximo ou no mesmo locus (PAWLOWISKI;
SOMERS, 1996). Pelo fato do locus transgé-
nico ser hemizigoto na planta transformada e
a maioria dos genes de interesse promovem
um ganho de fungao nas plantas, estes genes
inseridos se comportam como genes dominan-
tes, e tendem a segregar 3:1 conforme o pa-
drdo mendeliano (ZHAO et al., 2007). Embora
a transformacado via Agrobacterium normal-
mente insira poucas copias no genoma, este
processo de integracdo do transgene sofre
influencia de outros fatores como, por exem-
plo, do transgene utilizado (SONG et al., 2003;
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OLTMANNS et al., 2010). Segundo WU et al.
(2014), ao transformar embriées de sorgo via
Agrobactérium utilizando cinco diferentes cas-
setes de expressdo, 35% dos eventos obtidos
apresentaram a inser¢cdo de multiplas cépias
no genoma, sendo que 66,7% das plantas
apresentou segregacdo mendeliana. HONNA
et al. (2016), transformou soja com o gene
AtGols2 e observou eventos transgénicos com
multiplas copias que apresentaram segrega-
¢ao mendeliana na proporc¢ao 3:1 para o trans-
gene, sugerindo que o transgene pode ter sido
integrado no mesmo /ocus génico, comportan-
do-se como um gene dominante. Estes dados
corroboram os obtidos no presente estudo.

Conclusao

Apenas o evento GM1 apresentou segre-
gacdo na propor¢do 3:1, apresentando de
1 a 4 copias do transgene, enquanto que no
evento GM2, a presenca de cépias do trans-
gene nao foi detectada, confirmando os dados
de PCR convencional, de que o gene nao foi
transmitido da geragdo T, para T,,.
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Figura 1. PCR convencional dos eventos de soja GM1 e GM2 na gerag&o T, em gel de agarose

1%. As amostras foram amplificadas com o par de primers especificos para o transgene.
Legendas: C+: controle positivo; C-: controle negativo.

Tabela 1. Teste de segregacgdo (X?) e numero de copias via RT gPCR (método 24¢%2) (p<0.05) das plantas

filnas eventos GM1 e GM2 na geragédo T,. S: Sim.

Fendtipo Positiva Negativa Segregacao -
T, P T, gTz X2 9 3:91 ¢ Cépias
GM1-1 95 24 1,48 S 1-2
GM1-2 71 24 0,00 S 1
GM1-3 182 57 0,18 S 3-4
GM1-4 5 1 0,06 S 1
GM1-5 22 8 0,01 S 1
GM2-1 - 291 - - -

GM2-2 - 46




