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Caracterizacdo molecular de plantas transgénicas que superexpressam um peptideo
derivado de urease

Devido ao alto impacto econdmico que a soja representa no ramo do agronegocio, sao
constantes os esforcos realizados a fim de minimizar possiveis estresses ambientais e, assim,
aumentar o rendimento da cultura. O desenvolvimento de produtos biotecnol6gicos tem
contribuido de forma bastante expressiva na produtividade das safras no decorrer dos ultimos
anos. Um dos principais limitadores da produtividade da soja séo os insetos-praga. Tendo sido
demonstrada a atividade inseticida de uma urease de Canavalia ensiformis, optou-se pela
expressdo de parte do gene codificador desta proteina em soja. Um total de 174 plantas,
oriundas de 76 eventos independentes, foi obtido a partir da transformacdo de embrides
somaticos de soja por bombardeamento. A presente pesquisa tem como objetivo a
caracterizacdo molecular das plantas transgénicas e suas progénies. Vinte plantas de
diferentes eventos foram selecionadas para extracdo do RNA total de folhas, pelo método
Trizol, e analisadas quanto ao nivel de transcritos por RT-gPCR. Foram identificadas cinco
plantas que apresentaram niveis de transcritos superiores em relagdo a plantas ndo
transformadas (variando de 3,5 a 18 vezes). As sementes destas plantas foram semeadas para
a obtencdo da geracdo T;. Amostras de folhas foram coletadas para analises moleculares.
Extraiu-se, DNA e RNA total pelos métodos CTAB e Trizol, respectivamente. A fim de
verificar a qualidade das amostras de DNA e RNA, as mesmas foram analisadas em gel de
agarose 1,5% e quantificadas no espectrofotdmetro NanoDrop Lite. Reacdes de PCR foram
realizadas a partir das amostras de DNA para amplificacdo das sequéncias do transgene e dos
genes marcadores de selecdo, permitindo a identificacdo das plantas que tenham herdado os
genes introduzidos. Em posse de tais dados, utilizando o teste bioestatistico chi-quadrado,
comparou-se 0 padrdo de segregacdo observada para os transgene, em relacdo a proporgédo
esperada para um alelo dominante (trés plantas transgénicas para cada planta néo
transformada - 3:1). A descendéncia de dois eventos obedeceu a proporcdo esperada,
confirmando a insercdo dos transgenes em um unico l6cus. Por outro lado, a proporgao na
descendéncia de outros dois eventos desviou significativamente da esperada. Na descendéncia
da quinta planta ndo foram identificadas plantas transgénicas. Como perspectiva para o
presente projeto deseja-se ainda verificar o nUmero de cdpias do transgene presente nesta
geracdo de plantas, por meio de qPCR, confirmar a estabilidade no aumento do nivel de
transcritos por RT-qPCR, bem como quantificar a proteina recombinante por ELISA. Ainda,
pretende-se analisar a estabilidade e confirmar o padrdo de segregacdo do transgene nas
geracOes seguintes. A prova de conceito para a atividade inseticida do peptideo e confirmacéo
do potencial das plantas obtidas para a geragdo de um futuro produto biotecnolégico, serd
realizada por meio de bioensaios, nos quais as plantas transgénicas serdo desafiadas com
insetos alvo e ndo-alvo.
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