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INTRODUCAO

Atualmente, o melhoramento de plantas pode recorrer as técnicas de engenharia genética
para acelerar o processo do melhoramento e transpor barreiras de incompatibilidade sexual
através da hibridizacao somatica ou da introducao de genes especificos em células vegetais,
por métodos de transformacao diretos ou indiretos (FALEIRO e DE ANDRADE, 2011). O método
direto de transformacao via biobalistica € baseado na aceleracao de microparticulas revestidas
com o DNA exdgeno, e apesar de estar sendo gradualmente substituido pela transferéncia
indireta, ainda € uma alternativa utilizada na obtencao de culturas geneticamente modificadas
(GM), principalmente devido ao fato de ser uma metodologia gendtipo independente
(ALTPETER et al., 2005). O emprego desta técnica pode resultar em integragcoes complexas com
eventos apresentando multiplas copias do transgene, ou mesmo integracao de copia Unica,
dependendo da concentracao de DNA utilizada no processo (LOWE et al, 2009).

A integracao de uma copia Unica, intacta do cassete de expressao do transgene é desejavel e
benéfica, pois reduz a possibilidade dos eventos GMs apresentarem uma menor expressao,
instabilidade ou mesmo silenciamento do transgene ou de genes endogenos, fendmeno em
geral associado a eventos com multiplas insercoes. Uma uUnica copia integrada ao genoma
também facilita a caracterizagcao molecular e a transferéncia de tragos transgénicos para
geracgoes seguintes, além da aprovacao de linhas comerciais, onde a insercao de uma Unica
copia do transgene é geralmente necessaria (CHAWLA et al 2006;. MENG et al 2006;. SCHUBERT
et al. 2004). Desta forma, plantas com uma ou até duas copias do transgene sao preferidas
para uma expressao estavel e de alto nivel de um gene exdgeno, uma vez que,a complexidade
da integracao do transgene no genoma destinatario pode ser um determinante importante na
expressao do transgene e no desempenho em campo das lavouras transgénicas.

O numero de copias inseridas de um transgene pode ser estimado por meio de analises de
Southern Blot, metodologia que permite a detec¢ao de fragmentos especificos em amostras
complexas. Os resultados desta técnica sao de grande confiabilidade e uma prova molecular da
integracao de genes exdgenos no genoma vegetal, auxiliando a selecao de eventos com menor
numero de insergoes.

Sendo assim, é essencial identificar os eventos GMs que contém o transgene, e determinar
o numero de copias integradas ao seu genoma. Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar diferentes eventos de soja geneticamente modificados obtidos via biobalistica,
comparando-os quanto ao numero de inser¢oes, através da técnica de Southern blot.



VIl Jornada Académica da Embrapa Soja 143

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja. Inicialmente,
nove eventos de plantas de soja GMs, obtidos pelo método de transformacao via biobalistica, foram
avaliados para a presenca do transgene. O DNA gendmico de folhas foi obtido empregando o protocolo
Doyle-Doyle (1987), e quantificado por espectrofotometria (260nm/280nm) em NanoDrop. Uma analise
de PCR convencional utilizando um conjunto de primers especificos para a regiao codante do transgene
com produto de amplificagao de 649pb foi realizada para selegcao dos eventos positivos. A reacao de
PCR foi realizada em volume final de 25uL composta de 5uM de cada primer, 0,4mM de dNTP’s, 2 mM
cloreto de magnésio, 1U deTag DNA polimerase e aproximadamente 60 ng de DNA. As amplificacoes
foram realizadas em termociclador modelo Veriti Applied Biosystems e a ciclagem utilizada foi composta
por desnaturacao inicial de 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e
72°C por 30 seg e 72°C por 7 min. Os produtos das reacoes de amplificacao foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose a 1,2% e visualizados em transluminador UV.

Sete eventos contendo o transgene foram selecionados e o numero de insercoes foi estimado
através da técnica de Southern Blot. Aproximadamente 10ug de DNA total foram digeridos por
16h, a 37° C, com a enzima Hind/ll, que realiza corte Unico no plasmideo, linearizando-o. Os
fragmentos foram separados em gel de agarose a 0,8%, com tampao TAE 1X por um periodo
de 3h. Apods eletroforese, o gel foi incubado por 10 min em solucao de depurinagao, seguido de
incubacao por 30 min em solucao de desnaturacao, e mais 30 min em solucao de neutralizacao
(REED e MANN, 1985). Apds as lavagens o DNA foi transferido por capilaridade durante 20h
em solugao SSC 10X, para uma membrana de nitrocelulose carregada positivamente. Apos a
transferéncia a membrana foi exposta por 5 min a luz ultravioleta para fixagcao do DNA.

Para a construgcao da sonda, uma reacao de PCR convencional conforme descrito acima foi
realizada, e o produto de PCR foi purificado utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean UP
(Promega). A marcacao da sonda foi realizada utilizando o kit DECAprime (Ambion) e [ 32P]
d-CTP. Apds a marcacao, a sonda foi purificada utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean UP
(Promega). A reacao de hibridizacao foi conduzida a 42°C, por um periodo de 18h, em solucao
de hibridizacao Hyb (Ambion), contendo aproximadamente 25uL de sonda. Apds o periodo
de incubacao, a membrana foi lavada duas vezes durante 10 min, a 42°C com cada uma das
solucoes SSC 2X, SSC 1X e SSC 0,1X, para a retirada do DNA nao hibridizado e do excesso
de sonda. Finalmente, a membrana foi colocada para exposicao em filme radiografico Kodak
OXMat. O filme foi revelado com solugao reveladora (Kodak) e fixado com solugao fixadora
(Kodak).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O termo inserto se refere a presenca fisica de um cassete de expressao no genoma, assim,
uma planta dipléide homozigota com duas copias tem na verdade quatro insertos, que podem
estar no mesmo locus ou em loci diferentes; e uma planta hemizigota com duas copias tem
dois insertos, no mesmo locus ou em cromossomos distintos. A presenca do transgene de
interesse foi confirmada em sete eventos de soja geneticamente modificados (figura 1). Através
da anadlise de Southern blot foi possivel estimar a quantidade de insergoes do transgene para
os eventos positivos(figura 2). O numero de bandas observadas variou de uma a seis ou mais,
representando as insergoes. Sendo assim, os eventos 1Ab27 e 1Ab3058 apresentaram apenas
uma copia, o evento 1Ab58 trés copias, os eventos 1Ab59 e 1Ab1333 apresentaram quatro
copias, enquanto os eventos1AB1378 e 1Ab3069 apresentaram aparentemente seis bandas que
pode representar varias cépias, pois devido a intensidade de algumas bandas fica dificil inferir
com certeza o numero exato, pois cada banda com alta intensidade pode representar mais de
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uma insercao. O resultado de multiplas insercoes é esperado considerando que os eventos
foram obtidos pela técnica de biobalistica que pode proporcionar a insercao de multiplas copias
no genoma.

Os eventos 1Ab1378 e TAb3069 que apresentaram alto numero de inser¢des do transgene,
provavelmente sao eventos mais complexos, podendo estas plantas possuir insercoes em
diferentes loci, o que possibilita rearranjos muito complexos que podem levar a perda dos
mesmos ou ao silenciamento. Além disso, copias excessivas do transgene inserido podem
comprometer o desenvolvimento e metabolismo da planta, pelo efeito posicional das insercoes
que podem comprometer genes do metabolismo primario (KIM et al., 2004), além de outros
possiveis desarranjos Nnos cromossomos.

A presenca de poucas copias é importante para a expressao estavel e de alto nivel do transgene,
e em estudos de expressao génica facilita a interpretacao da real interagao entre as moléculas,
uma vez que muitas cépias podem levar a desarranjos cromossémicos, silenciamento e

outros efeitos. Desta forma, os eventos com apenas uma insercao sao fortes candidatos a
evento “elite”. Os eventos com alto numero de inser¢des, no entanto, podem ser considerados
promissores para estudos comparativos de expressao e possivelmente silenciamento génico.
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Figura 1 - PCR convencional realizado com primers especificos para a regiao codante do transgene em plantas de soja
transformadas via bioblaistica para selecao de eventos positivos.
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Figura 2 — SouthernBlot das plantas de soja geneticamente modificadas.

CONCLUSAO

O numero de copias do transgene inseridas no genoma é um critério importante para
determinar a qualidade de eventos transgénicos. A analise de Southern blot permitiu selecionar
dois eventos que apresentaram apenas uma insercao: 1Ab27 e 1Ab3058, como candidatos
quanto ao numero de insercoes, e dois eventos,1Ab1378 e 1Ab3069, promissores para o estudo
comparativo da expressao e silenciamento génico. Sendo assim, em uma préxima etapa,
estudos de expressao génica relativa serao realizados para avaliacao do efeito do numero e
posicao das insercoes e posterior selecao de um evento “elite”.
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