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RESUMO

Em plantas transgénicas, o nimero de copias
do transgene pode influenciar o nivel de
expressdo ¢ a estabilidade genética do gene alvo,
0 que torna a estimativa do numero de copias do
transgene extremamente importante na pesquisa
com culturas geneticamente modificadas. O gene
Axil, envolvido na agdo das auxinas, ja foi
utilizado anteriormente como controle enddgeno
na determinacdo de numero de inser¢des de
trangenes de tabaco, no entanto ndo foi
confirmado se esse gene ¢ copia unica. Portanto,
o objetivo desse trabalho foi estabelecer uma
metodologia com PCR em tempo real (qPCR)
para determinar o numero de copias em plantas

transgénicas de tabaco, utilizando o gene Axil
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como controle endogeno. Plantas de tabaco (Petit
havana) foram transformadas via Agrobacterium
tumefaciens e regeneradas com vetor vazio
(pMCG1005), com o gene de arroz Phosphorus
Starvation Tolerance 1 (OsPstoll) e
homologos em milho (ZmPstol3.06, ZmPstolS.02
e ZmPstol8.05 1) e (Sh072002840,
Sb03g031690 e Sb03g006765) sob o promotor da

SE€us

sorgo

ubiquitina e com o gene de selecdo Bar. Para
confirmar o numero de copias do gene Axil/, um
fragmento desse gene de tabaco foi clonado e
utilizado na confecc¢do de uma curva padrdo. O
numero de copias do gene foi obtido plotando-se
valores de Ct obtidos de amostras de DNA
gendmico de tabaco de concentracdo conhecida
nessa curva. Essa abordagem demonstrou que o

gene Axil encontra-se em copia Uinica no genoma
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do tabaco. Assim, onze eventos de tabaco
transgénico TO fora avaliados com o método 24
para determinar o niimero relativo de copias do
gene Bar no genoma, utilizando Axi/ como gene
de referéncia. Uma amostra com uma copia
(ZmPstol8.02 Ev.6) foi estabelecida pelo metodo
2°4Ct ¢ ytilizada como referéncia de cdpia tnica
usando o método 244, Os resultados da
determinacdo do nUmero de copias foram
concordantes com as taxas de segregagdo em
plantas T1 com o gendtipo Bar de cada evento.
Todos os trés eventos coOpia Unicas tiveram
segregacdo Mendeliana de 3:1 e esses resultados
confirmam que Axi/ ¢ um gene copia Unica e
pode ser usado como um controle endégeno para
avaliar o nimero de cdpias com o método 244C

em tabaco transgénico.
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Palavras-chave: Transgénico; Nicotiana

tabacum; Axil; fosforo.

1 INTRODUCAO

Plantas transgénicas contém um ou mais
genes introduzidos por meio da técnica de
transformacdo genética. Por meio desta técnica,
uma nova caracteristica de outra espécie, que nio
acontece espontaneamente, pode ser inserida na
planta (RANI; USHA, 2013) e transmitida para
seus descendentes (LEITE, 1998). Em 1983,
surgiram as primeiras plantas transgénicas de
tabaco contendo um gene codificante para a
canamicina

resisténcia contra o antibidtico

(FRALEY et al., 1983). Desde entdo, diversas
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proteinas foram expressas em plantas de tabaco,
milho e batata, dentre outras (AUSTIN et al.,
1994). O tabaco (Nicotiana tabacum) ¢ uma das
plantas mais transformadas e considerada como
modelo, uma vez que possui métodos de
transformacdo bem estabelecidos, possui facil
propagacdo, além de ter o genoma sequenciado
(KOORNNEEF; MEINKE, 2010).

A transformag@o via Agrobacterium é um dos
métodos mais utilizados, onde a agrobactéria
transfere parte do DNA do seu plasmideo Ti
(Tumor  Inducing) para células de plantas
(HOEKEMA et al., 1983; ROGERS et al.,1986).
Estudos moleculares, como a determinagdo do
nimero de inser¢des, sdo necessarios apos a
transformacdo genética, ja que o numero de

copias e o local de inser¢do podem influenciar a
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estabilidade dos genes e seu nivel de expressdo
(GADALETA et al., 2011). A técnica de PCR em
tempo real tem se apresentado como uma
alternativa rapida, sensivel e acurada para este
tipo de analise. Essa estimativa ¢ essencial para a
fixacdo do transgene, ou seja, obtencdo de
progénies homozigdticas, dado que maultiplas
copias podem causar efeitos negativos na
expressio de um gene. No entanto, para a
utilizacdo dessa metodologia é essencial que se
conheca um gene de referéncia de cdpia unica no
genoma da planta avaliada, com pouca variagdo
na expressdo por influéncia de estimulos externos
ou mudangcas no metabolismo celular. Dessa
forma, as possiveis variagdes de pipetagem e
consequentemente a concentragdo final dos

reagentes, da amostra ou variagdes nas condigdes
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das reagdbes da PCR em tempo real, seriam
corrigidas pela expressdo do gene constitutivo.
Em tabaco (Nicotiana tabacum), o nimero de
copias em plantas transgénicas transformadas
com o gene P3 (PotatoVirus A - PVA)
(NOVAKOVA et al, 2005) foi estimado
utilizando o gene Axi/ como controle enddgeno
(SUBR et al., 2006). O gene Axil (Auxin
independentl) tem papel na agdo da auxina, sendo
ele ¢ expresso

WALDEN e

que em plantas selvagens

principalmente  nas  raizes.
colaboradores (1994) utilizaram o gene Axil
como gene de referéncia para a quantificacdo
relativa baseada no método 224t (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) e posteriormente a
eficiéncia de reacdo foi testada e o numero de

copias por PCR em tempo real foi confirmado por
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teste de segregacdo por SUBR et al. (2006),
porém ndo foi confirmado se o Axi/ era realmente
copia Unica, uma vez que o tabaco ¢
tabaco
(4,5 Gb)

significativa propor¢do de repeticdes (>70%). A

alotetraploide. O tem um genoma

complexo e grande com uma
espécie N. tabacum (2n=4x=48) evoluiu da

hibridizagdo  interespecifica dos  ancestrais
Nicotiana sylvestris (2n=24, doador materno) e
Nicotiana (2n=24,
paterno) a cerca de 200.000 anos atras (LEITCH

et al., 2008).

tomentosiformis doador

Eventos de plantas transgénicas de tabaco
expressando os genes Phosphorus-Starvation
Tolerance 1 (OsPstoll) de arroz, responsavel por
aumentar a area de superficie radicular, a
aquisicdlo de P e a produgdo de graos
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(GAMUYAO et al., 2012), e seus homdlogos de
milho  (ZmPstoll 3.06, ZmPstoll 8.02 e
ZmPstoll 8.05 1) e de sorgo (Sh07g002840,
Sb03g031690 e Sb03g006765) foram gerados
(LOPES, 2016) devido a necessidade de
valida¢do funcional dos genes Pstoll de sorgo e
milho. Dentro desse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo estabelecer uma metodologia
para a determinagdo, por PCR em tempo real, do
nimero de copias de inser¢des de transgenes em
plantas de tabaco expressando os genes Pstoll,

usando o gene Axi/ como controle enddgeno.

2 METODOLOGIA

2.1 Clonagem do gene Axil
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Foram desenhados oligonucleotideos para a

clonagem do fragmento do gene Axi/ (GenBank:

X80301) com 727 pb (AxICloneF: 5'-
AGATGCAGTTGTTGCAGCTC-3’ e
AxilCloneR: 5'-

TCAGATGCAAGGCAACAAAG-3"). A reacdo
de PCR foi composta por DNA gendmico de
tabaco (40 ng), 0,5 mM de MgClz, 0,5 uM de
primer, 1x GoTaq® Colorless Master Mix
(Promega) em um volume final de 20 pL de
reagdo. As reagdes foram submetidas a 94 °C por
2 minutos, seguido po 35 ciclos de 94 °C por 20
segundos, e 61°C por 20 segundos e 72 °C por 1
minutos, finalizando com 72 °C por 5 minutos. A

banda referente ao fragmento de interesse foi

isolada e clonada no pGEM®-T Easy Vector
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Systems (Promega), seguindo as orientacdes do

fabricante.

2.2 Confirmacio do numero de copias do gene

Axil no genoma de tabaco

A quantificagdo do niimero de cépias do gene
Axil no genoma do tabaco foi feita utilizando-se
uma curva padrio de quatro pontos obtidos a
partir de uma dilui¢do seriada com fator de 1:10
do DNA plasmidial contendo 100.000, 10.000,
1.000 e 100 copias do gene Axil. O numero de
copias do plasmideo (quantidade inicial) foi

calculado utilizando a férmula abaixo:

N de copias/pL = massa molecular x 6,022 x 10%
massa (g)

SABERES

Sete Lagoas

Os valores de CT foram plotados contra o
logaritmo dos ntimeros de copias e a curva padrao
foi gerada a partir do ajuste de uma regressdo
linear dos pontos plotados. A eficiéncia de
amplificacdo por PCR (E) foi calculada a partir
do coeficiente de inclinagdo da reta ajustada e de
acordo com a equag¢do (RASMUSSEN, 2001): E
= 107"sl,¢ _ | Para a determinaco do numero de
copias do gene Axil/ no genoma de tabaco, 87 ng
(10000 copias do genoma — conteudo 2C = 8,7
pg) de quatro amostras independentes de DNA
gendmico foram amplificadas nas mesmas
condig¢des e interpoladas na curva padrao.

A principio foi utilizada a foérmula
Ctreferéncia—Ct_transgene (7HHANG et al., 2015) para

determinar uma amostra calibradora com uma
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copia Unica do transgene e posteriormente foi

2MC T (LIVAK;

utilizada a  féormula
SCHIMITTGEN, 2001).
A reagdo de PCR foi composta por DNA
plasmidial nas dilui¢des descritas acima e 90 ng
DNA gendmico, Fast SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems da Fisher
Scientific, Foster City, CA) 1X, 1 uM de cada

primer (AxilForward: 5-

GCCGTCCTTGTAGTTCCAAA -3’

Thermo

AxilReverse:5'-

TTTGGAACTACAAGGACGGCC -37) (SUBR
et al,, 2006) em volume final de 10 pL. As
condi¢des de amplificagdo foram: 95 °C por 20
segundos uma vez, seguida por 40 ciclos de 95 °C
por 3 segundos e 60 °C por 30 segundos, no
equipamento 7500 Fast Real Time PCR System
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(Applied Biosystems da Thermo Fisher

Scientific, Foster City, CA), seguindo as

recomendagoes do fabricante.

2.3 Estimativa do nimero de copias dos

eventos transgénicos de tabaco

A estimativa do numero de cdpias do
transgene inicialmente foi calculada para onze
eventos TO das construgdes génicas pMCG1005
Ev. 5 (vetor vazio), OsPstoll Ev. 11, ZmPstol3.06
Ev. 6, ZmPst0l8.02 Ev. 6, ZmPstol8.05 1 Ev. 13,
Sb07g002840 Evs. 4 e 5, Sh03g031690 Evs. 3 e
7, Sb03g006765 Evs. 12 e 21 utilizando a férmula
Gt referéncia—Ct_transgene 13 qual ndo é necessaria que

tenha um evento e/ou linhagem de referéncia com

copia unica (ZHANG et al., 2015). A partir dessa
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analise, uma amostra com cOpia Unica do
transgene foi selecionada como referéncia para
(LIVAK;
SCHIMITTGEN, 2001), para quantificar niveis

formula 2-4ACt

calcular com a
de expressdo relativa.
A reagdo foi composta por 50 ng de DNA
gendmico, Fast SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA) 1X, 0,6
uM  dos AxilForward e
AxilReverse (SUBR et al., 2006) ou 0,8 uM dos
oligonucleotiedos Bar (BarF:5°-
ACAGCGACCACGCTCTTGA-3e BarR:5’-
GCTCTACACCCACCTGCTGA-3’) em volume

oligonucleotideos

final de 10 uL. As condi¢des de amplificagdo
foram: 95 °C por 20 segundos uma vez, seguida
por 40 ciclos de 95 °C por 3 segundos e 60 °C por
30 segundos no equipamento 7500 Fast Real
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Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Foster City, CA), seguindo as recomendagdes do
fabricante.

24 Teste de

segregacio nas plantas

transgénicas de tabaco

Sementes de trés eventos transgénicos de
tabaco na progénie T1 (pMCGI1005 Ev.7,
OsPstoll Ev.6, ZmPSTOLS.02 Ev. 6) foram
germinadas em meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) sem agente de sele¢do. Plantulas
com 20 a 35 dias apds a germinagio foram usadas
para extracdo de DNA gendmico pelo método de
Saghai-Maroof et al. (1984).

A insercdo dos cassetes de expressdo nas

plantas transgénicas de tabaco foram confirmadas
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por PCR utilizando 30 ng de DNA gendmico, 0,5
uM  de  cada (BarF1: 5-
AGAAACCCACGTCATGC-3" e BarRl: 5'-
GTGGTTGACGATGGTGCA-3"),
reagdo 1X, 0,6 uM de cada ANTP, 1U Taqg DNA

primer

tampao de

Polimerase Platinum (Invitrogen), DMSO 5% em
volume final de 20 uL. As condi¢des de ciclagem
foram: 94 °C durante 2 minutos, seguido de 35
ciclos de: 94 °C por 20 segundos, 62 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos, terminando
com 72°C por 5 minutos.

O teste de y* foi feito para comparar as
proporgdes esperadas para a integragdo de uma

copia do transgene (TIZAOUI; KCHOUK, 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste trabalho foi usada a técnica de PCR
em tempo real para estimar o niimero de copias
do transgene em plantas de tabaco transgénicas,
utilizando o gene Axil, como gene endogeno
copia Unica e o gene Bar como gene alvo. Foi
necessaria a determina¢do do ntimero de copias
do Axil, uma vez que ndo foi encontrada
descricdo definitiva na literatura. O fragmento
clonado (727 bp) do gene Axil foi utilizado para
testar a especificidade dos oligonucleotidos,
através da curva de dissociagdo (melting), que
evidenciou a amplificagdo de um tnico produto
(Figura 1A), indicando a inexisténcia de produtos
inespecificos. Além disso, os experimentos

mostraram que a eficiéncia dos oligonucleotideos

foi 93%, e, portanto apropriados para serem
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utilizados para o estabelecimento da curva
padrdo. A eficiéncia dos oligonucelotidos ¢ a
medida que equivale a taxa de amplificagdo da
PCR, possibilitando assim determinar o sucesso
destes utilizados nessa técnica. A utilizacdo do
método 244 requer uma eficiéncia dos
oligonucleotideos de 90 a 100% e com uma
eficiéncia equivalente entre os oligonucleotidos
do gene alvo e do gene enddgeno.

A curva padrdo foi estabelecida utilizando
DNA plasmidial com o fragmento do gene Axil
clonado em concentragdes crescentes
representando de 100 a 100.000 copias com DNA
gendmico de tabaco. As amostras de DNA
gendmico de tabaco quantificaram entre 7.000 a
12.650 codpias, interpolando no ponto de 10.000

copias na curva padrdo. O resultado indica que o
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gene Axil ¢é encontrado em cépia Unica no
genoma (Figura 1B) e que foi herdado de apenas
uma das espécies que originaram a espécie

Nicotiana tabacum.

Figuras 1 A e 1 B — Curvas de dissociagdo e

padréo
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Figura 1. Curva de dissociagdio com os
oligonucleotideos para o gene Axil de tabaco (A)
e Curva padrdo gene Axil utilizando as diluicdes
de 100.000, 10.000, 1.000 e 100 copias do
fragmento contendo plasmideo do gene Axi/ (B)

R?: 0,992 e Efficiéncia (%): 93,055. Em

vermelho, pontos da curva padrdo e em azul, o
gene Axil no genoma do tabaco.

Inicialmente, foi utilizado o método 2%
usando o gene Axi/ como gene enddgeno € o
gene alvo o gene de selecdo Bar na geragdo TO de
oito construcdes génicas dos transgénicos de
tabaco para identificar uma amostra copia Unica.
A amostra coOpia Unica selecionada para ser

utilizada como referéncia pelo método 224t foi
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ZmPstol8.02 Ev.6. A amostra referéncia copia
unica foi utilizada como referéncia para o calculo
do niimero de copias de 52 eventos, sendo que 48
eventos foram considerados cdpia Unica e o0s
demais variaram entre duas a cinco cdpias
(Tabela 1). Como esperado, o tabaco ndo
transformado ndo apresentou amplifica¢do para o
gene Bar (Tabela 1). Resultados semelhantes com
transformacado

mediada por Agrobacterium

tumefaciens foram encontrados em duas
linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum cv.
Xanthi, com inser¢do de uma cdpia do transgene
AtWBC  (Arabidopsisthaliana ~ ATP  binding
cassette (ABC) transporter) (YUAN et al., 2007)
e em noventa e duas linhagens To de algoddo com
inser¢do de uma a quatro copias do gene nmptll

(neomycin phosphotransferase tip 1) (YANG et
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al., 2013). Os resultados obtidos corroboraram os
de SUBR e colaboradores (2006), que usaram o
gene Axil (Auxin independentl) como controle
endogeno para determinar o nimero de copias de
transgénicos de tabaco com o gene Potato virus A
(PVA) P3.

Em comparacdo com a transformacdo
mediada por Agrobacterium tumefaciens, na
transformacdo por biobalistica ocorre integracdo
de um grande nimero de copias do transgene no
genoma vegetal, o que pode levar ao
silenciamento do transgene
(VYACHESLAVOVA et al., 2012). O processo
de silenciamento génico envolve a interagdo de
sequéncias homologas de DNA ou RNA, no qual
o RNA participa do silenciamento pds-

transcricional, onde ocorre a degradacdo de
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mRNAs homélogos no citoplasma e do
silenciamento transcricional, que esta relacionado
com o bloqueio da transcrigdo por um RNA
antisenso proveniente do proprio DNA, causando
metilagdo da regido promotora no nucleo
(FAGARD; VAUCHERET, 2000; VAUCHERET

etal., 2001; VENDRUSCOLO, 2003).

Tabela 1. Estimativas do nimero de cdpias do
transgene Bar em linhagens To de tabaco por
qPCR calculado pelo método224¢, ytilizando o
como  controle

gene  Axil enddgeno
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N® de copias N® de copias

Amostras (2-2acty Amostras (2-2act)
Tabaco nio transgénico 0 Tabaco nio transgénico 0
pMCGI1005Ev. 3 0.52 ZmPstol8.02 Ev.2 0,24
pMCG1005 Ev. 4 0.98 ZmPstol8.02 Ev.3 0,84
pMCG1005 Ev. 5 27 ZmPstol8.02Ev. 5 0,39
pMCG1005 Ev. 6 0.5 ZmPstol8.02 Ev. 6 1
pMCG1005 Ev. 7 1.12 ZmPstol8.02 Ev.7 1.54
pMCG1005 Ev. @ 0,39 ZmPstol8.02 Ev.9 1,37
pMCG1005 Ev. 10 0,45 ZmPstol8.02 Ev.10 0.7
OsPstoll Ev. 5 0,79 Sb07g002840 Ev.11 4,78
OsPstoll Ev. 6 1.17 Sb03g031690 Ev.1 0,52
OsPstol]l Ev. 11 1.72 Sb03g031690 Ev.2 037
OsPstol]l Ev.21 0.8 Sb03g031690 Ev3 0,58
OsPstol]l Ev. 22 0.8 Sb03g031690 Ev.5 0.41
ZmPstol8.05_1 Ev4 0.44 Sb03g031690 Ev.6 0.4
ZmPstoL8.05_1 Ev.8 0.62 Sb03g031690 Ev.7 0,83
ZmPstol8.05_1 Ev.10 0.39 Sb03g031690 Ev.8 032
ZmPstol8.05_1 Ev.11 032 Sb03g031690 Ev.10 0.42
ZmPstol8.05_1 Ev.13 0,57 Sb03g006765 Ev.5 0,72
ZmPstol8.05_1 Ev.14 0,39 Sb03g006765 Ev.6 0,74
ZmPstol8.05_1 Ev.15 0.39 Sb03g006765 Ev.7 0,96
ZmPstol8.05_1 Ev.16 0.34 Sb03g006765 Ev.12 1
ZmPstoi3.06 Ev.1 133 Sb03g006765 Ev.13 0,59
ZmPstol3.06 Ev.3 0.4 Sb03g006765 Ev.19 0,69
ZmPstoi3.06 Ev.5 1.35 Sb03g006765 Ev.20 0.83
ZmPstol3.06 Ev.6 0.71 Sb03g006765 Ev.21 0,94
ZmPstol3.06 Ev.7 0.55 Sb03g006765 Ev.29 0.8
ZmPstol3.06 Ev.8 0.7 Sh03g006765 Ev.30 0,66

Fonte: dados da pesquisa
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Para validar os dados obtidos do niimero de
copias por PCR em tempo real, foi feito um teste
de segregagdo com os eventos pMCG1005 Ev. 7,
OsPSTOLI Ev. 6 e ZmPSTOLS.02 Ev. 6. Para o
evento pMCG1005 Ev. 7, do total de dezesseis
plantulas quatorze foram positivas para Bar ¢
duas negativas, no evento OsPSTOLIEv. 6 de
dezenove plantulas dezesseis foram positivas e
trés negativas para Bar, e evento ZmPSTOLS.02
Ev. 6 de dezenove plantulas quatorze foram
positivas e cinco negativas para Bar. Sendo,
portanto, o padrio de segregagdo esperado para
caracteristicas monogénicas (3:1) confirmado por
meio de teste de ¥> com p<0,05 (Tabela 2). A
segregacdo nesses eventos segue padrdes de
segregacdo Mendelianos 3:1, visto que os

transgenes sdo herdados como um alelo
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dominante (CHRISTOU et al., 1989; MISRA,
1989; PAWLOWSKI; SOMERS,  1996;
THEUNS et al., 2002), no qual cada planta (2n)
possui um par de genes, onde cada alelo doado de
um dos pais € transmitido de geracdo a geracio,
sendo passados individualmente por meio dos
gametas (n). A segregacdo Mendeliana 3:1 indica
que hé a presenga de um tnico loco transgénico

que pode ser funcional (PARROTT, 2010).

Tabela 2. Segregacio mendeliana e valores x°
para eventos transgénicos de tabaco T1 obtendo

valores menores que o tabelado (3,481) (p<0,05)

Amostras N° de copias (2-24Ct) Segregacio Valor 72
pMCG1005 Ev. 7 1,12 31 133
OsPstoll Ev. 6 1,17 31 0.85
ZmPstol8.02 Ev. 6 1 31 0,01

Fonte: dados da pesquisa
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Os transgenes sdo herdados sexualmente
como uma caracteristica dominante, com herang¢a na
propor¢do Mendeliana de 3:1 quando presentes em
copia unica no genoma hospedeiro (CHRISTOU et
al., 1989). Estudos de segregacdo em progénies T de
tabaco transgénico para o gene Npt/l mostraram
segregagdo Mendeliana 3:1 em evento com cdpia
unica do transgene, assim como para linhagens T2 e
T3 desse evento (TIZAOUI; KCHOUK, 2012). Em
trés linhagens de soja transgénica com inser¢do de
copia unica do transgene houve heranga Mendeliana
para os genes Gus e Bar até a geragdo Ts (YONG et
al., 2006). A estabilidade, como mostrada nesse
estudo, em conjunto com dados de expressdo génica
sdo importantes para evitar o silenciamento génico e
consequentemente a instabilidade da expressdo e

fenotipo do transgene.

SABERES

Sete Lagoas

4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi
confirmado que o gene Axil/ possui apenas uma
copia no genoma do tabaco (Nicotiana tabacum
L.), sendo possivel utiliza-lo como gene de
referéncia para estimar o nimero de copias por
meio de PCR em tempo real por meio do método

2"4ACt em tabaco transgénico.
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