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Nos ultimos anos, o avango das metodologias de biotecnologia, permitiu
através do desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (PGM), a
possibilidade de solugdo de alguns problemas de interesse agrondmico, sejam eles
fatores bidticos, abiodticos, nutricionais entre outros. No entanto, os protocolos de
obtencao de PGMs exigem, para maior facilidade de identificagdo de plantas positivas,
um sistema de gene marcador/agente seletivo (Souza junior et al., 2001), que podem
ser co-transferidos (transformados) juntamente com outros genes que irao conferir as
caracteristicas de interesse. Usualmente, estes genes conferem resisténcia a
antibidticos ou a herbicidas. Um dos genes mais utilizados como marcador € o gene
bar ou pat [isolados respectivamente de Streptomyces hygroscopicus (Thompson et
al., 1987), e S. viridochromogenes (Wohlleben et al., 1988), que conferem resisténcia
ao glufosinato, um herbicida de uso comercial, de amplo espectro de agéo e alta
eficiéncia (Nandula et al., 2007; Franco et al., 2012).

Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar um sistema de seleg¢ao de plantas
GMs através da pulverizagdo do glufosinato de aménio, em casa de vegetagdo. O
experimento foi conduzido nas instalacbes da Embrapa Soja. Sementes de dois
eventos GMs, obtidos independentemente e com diferentes construgdes génicas, e da
cultivar convencional de soja BRS 184 (background genético das linhas transgénicas
GM1 e GM2) e da cultivar convencional de soja BRS 283 (background genético das
linhas transgénicas GM3 e GM4) foram germinadas em papel Germitest® umedecidos.
As construgdes inseridas nos eventos GMs contém como gene marcador de selegdo o
gene bar, que codifica a enzima fosfinotricina acetil transferase, a qual confere
resisténcia ao herbicida glufosinato de amdnio. Apds a germinagdo, as sementes
foram transferidas para vasos de 8L preenchidos 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 vegetagcdo até atingiram o
estagio de desenvolvimento V4, quando o herbicida foi aplicado por pulverizagdo, em
concentragdo de campo de 1,5 L.Lha' FINALE™ (2009 ingrediente ativo por litro de
glufosinato de aménio). Sete dias apos a aplicagéo, as plantas foram avaliadas quanto
a resisténcia ao herbicida, sendo consideradas plantas positivas para o gene de
interesse, as plantas que sobreviveram a aplicagdo, uma vez que a seleg¢ao positiva da
resisténcia, pressupde a selecdo do gene de interesse, inserido juntamente com o
agente seletivo.

Os resultados obtidos mostraram que para o evento GM1 de soja (Figura 1A),
nenhuma das plantas amostradas sobreviveu a aplicacdo do herbicida. Ja para o
evento GM2 (Figura 1B) 7 plantas (43.75%) sobreviveram a aplicagdo do herbicida. As
plantas da cultivar convencional BRS 184 (background genético) ndo sobreviveram a
aplicagéo do glufosinato de aménio (Figura 1C). Ja para o evento GM3 (Figura 1D) 3
plantas (18,75%) sobreviveram a aplicagao. Para o evento GM4 (Figura 1E) nenhuma
planta sobreviveu. As plantas da cultivar BRS 283 (background genético) néao
sobreviveram a aplicacao herbicida (Figura 1F). Varias culturas ja foram transformadas
utilizando o gene bar como agente de selegdo tais como maracuja (Martinez, 2005),
milho (Vidigal, 2014) e soja (Honna, 2016; Molinari, 2016).
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Os resultados obtidos com a aplicagao do glufosinato de aménio sugerem que
0 gene bar estd sendo expresso em diferente niveis nos eventos GMs, conferindo
assim, diferentes niveis de resisténcia ao herbicida. Cabe ressaltar que a confirmacao
da presenga do gene bar e do gene de interesse no genoma foi realizada via PCR
convencional em ambos os eventos GMs, confirmando a insergdo. Assim como os
dados obtidos aqui, Lopes et al. (2016), ao transformar tabaco utilizando o gene bar
como agente de selegao também identificou uma expressao variavel entre os eventos
GMs. Os niveis de expressao génica estdo usualmente relacionados a alguns fatores
como o genotipo e a construgao utilizada, mas principalmente ao local de integracao
do transgene no genoma vegetal (Joyce et al. 2014), que pode ser em regides
promotoras de genes transcricionalmente ativos (Bourras et al.,2015) ou ndo, bem
como em diferentes regibes do genoma que possam apresentar baixos niveis de
transcrigao (Gelvin; Kim, 2007), e também ao numero de cépias inseridas, resultando
em variagcdes nos niveis de expressao ou até mesmo no silenciamento da expressao
génica. Estes mecanismos podem ter gerado as respostas variaveis de tolerancia ao
glufosinato de amonio observadas aqui para os eventos GMs.

A aplicacdo do herbicida seletivo na identificagdo de plantas transformadas e
positivas para um gene de interesse co-transformado com o agente marcador pode ser
uma metodologia rapida e eficiente de sele¢do, poupando tempo e a utilizagdo de
metodologias mais laboriosas como a identificagdo como PCR. Para eventos com alta
expressao do transgene esta metodologia de selecdo pode acelerar o processo de
melhoramento genético e a obtencdo de cultivares superiores, contendo as
caracteristicas desejadas. No entanto, é importante identificar a presenga do
transgene de interesse e do gene marcador e ainda se possivel, quantificar os niveis
de expressao, que podem variar em fungdo de algumas particularidades de cada
evento GM. Neste trabalho, devido a baixa expressao do gene de selegdo bar, a
aplicagao do herbicida apresentou baixa sele¢do de plantas transformadas, ndo sendo
portanto, uma ferramenta interessante.
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Figura 1. Aspecto das plantas de soja apés 07 dias da aplicagdo do herbicida glufosinato de
amoénio (concentragdo de campo de 1,5 I/ha' FINALE™ - 200g ingrediente ativo por litro de
Glufosinato de Amonio). Em A: evento GM1 e em B: evento GM2 em C: cultivar convencional
de soja BRS 184, em D: evento GM3 e em E: evento GM4, e em F: cultivar convencional de
soja BRS 283. *Todas as plantas receberam a mesma aplicagao do herbicida.





