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Determinação do Número de Cópias 
de Transgenes em Eventos de 
Tabaco por Pcr em Tempo Real

Jéssica Fabiane da Veiga Costa1

Simara da Silva Lopes2

Beatriz de Almeida Barros3

Andrea Almeida Carneiro4

Sylvia Morais de Sousa*5

Resumo –  Por causa da facilidade de regeneração in vitro e de transformação 
via agrobactéria, o tabaco tem sido considerado um sistema modelo ideal para 
a transferência de genes e estudos genético-moleculares. Métodos eficientes 
para caracterizar plantas transgênicas são importantes para entender o estado 
fisiológico do transformante. A técnica de PCR em tempo real pode ser usada 
para determinar a zigosidade em plantas transgênicas e o número de cópias 
do transgene. Em plantas transgênicas, o número de cópias do transgene 
pode influenciar o nível de expressão e a estabilidade genética do gene alvo, 
o que torna a estimativa do número de cópias do transgene extremamente 
importante na pesquisa com culturas geneticamente modificadas. O gene 
Axi1, envolvido na ação das auxinas, já foi utilizado anteriormente como 
controle endógeno na determinação de número de inserções de trangenes de 
tabaco, no entanto, não foi confirmado se esse gene é cópia única. Portanto, 
o objetivo desse trabalho foi estabelecer uma metodologia para determinar 
o número de cópias em plantas transgênicas de tabaco, utilizando PCR em 
tempo real (qPCR). Plantas de tabaco (Petit havana) foram transformadas via 
Agrobacterium tumefaciens EHA101 e regeneradas de calos selecionados 
em meio de brotamento e enraizamento com vetor vazio (pMCG1005), 
com o gene de arroz Phosphorus Starvation Tolerance 1 (OsPstol1) e seus 
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homólogos em milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1) e sorgo 
(Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) sob o promotor da ubiquitina 
e com o gene de seleção Bar. Para confirmar o número de cópias do gene 
Axi1, um fragmento desse gene de tabaco foi clonado no vetor pGEM-T Easy 
e utilizado na confeccção de uma curva padrão. O número de cópias do gene 
foi obtido plotando-se valores de Ct obtidos de amostras de DNA genômico de 
tabaco de concentração conhecida nessa curva. Essa abordagem demonstrou 
que o gene Axi1 encontra-se em cópia única no genoma do tabaco. Assim, 
onze eventos de tabaco transgênico T0 fora avaliados com o método 2-ΔCt para 
determinar o número relativo de cópias do gene Bar no genoma, utilizando 
Axi1 como gene de referência. Uma amostra com uma cópia (ZmPstol8.02 
Ev.6) foi estabelecida pelo metódo 2-ΔCt e utilizada como referência de cópia 
única usando o método 2-ΔΔCt. Os resultados da determinação do número de 
cópias foram concordantes com as taxas de segregação em plantas T1 com 
o genótipo Bar de cada evento. Todos os três eventos cópia únicas tiveram 
segregação Mendeliana de 3:1 e esses resultados confirmam que Axi1 é um 
gene cópia única e pode ser usado como um controle endógeno para avaliar 
o número de cópias com o método 2-ΔΔCt em tabaco transgênico.

Termos para indexação: Transgênico; Nicotiana tabacum; Axi1; fósforo. 
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Transgene Copy Number Determination 
in Tobacco Events by Real-Time Pcr

Abstract – Tobacco can be easily regenerated in vitro and genetically trans-
formed by Agrobacterium, which makes it ideal model for gene transfer and 
genetic-molecular studies. Efficient methods to characterize transgenic plants 
are important to understand the state of the transformant. Real-time PCR 
technique can be used to determine zygosity and copy number in transgenes. 
In transgenic plants, transgene copy number can greatly influence the ex-
pression level and genetic stability of the target gene, making transgene copy 
number estimative extremely important for genetically modified crop research. 
Axi1 gene, involved in auxin metabolism, was previously used as an endog-
enous control in the determination of transgene insertion in tobacco, however 
it was not confirmed if this gene has only one copy. Thus, this work aimed 
to establish a methodology to estimate transgene copy number in transgen-
ic tobacco, using real time PCR (qPCR). Tobacco Petit havana plants were 
transformed via Agrobacterium tumefaciens EHA101 strain and regenerat-
ed from selected callus in shooting and rooting medium with an empty vec-
tor (pMCG1005), rice Phosphorus Starvation Tolerance 1 gene (OsPstol1), 
its maize (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 and ZmPstol8.05_1) and sorghum 
(Sb07g002840, Sb03g031690 and Sb03g006765) homologs under ubiquitin 
promoter and with Bar as selective gene. In order to confirm the Axi1 copy 
number, one fragment of tobacco Axi1 gene was cloned into the pGEM-T 
Easy vector and used to make a standard curve. The gene copy number was 
obtained by plotting Ct values obtained from tobacco genomic DNA samples 
of known concentration in the curve. This approach demonstrated that the 
Axi1 is a single copy gene in the tobacco genome. Thus, qPCR with the 2-ΔCt 
method was used to determine the relative number of copies of the Bar gene 
in the genome, using Axi1 as endogenous control, in the T0 generation of 
eleven transgenic tobacco events. One copy sample (ZmPstol8.02 Ev.6) was 
established by the 2-ΔCt method and was used as one copy reference with 
the 2-ΔΔCt method. These copy number results corroborated with segregation 
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ratios of Bar gene in T1 plants. All three single copy events presented 3:1 
Mendelian segregation ratio, confirming that Axi1 is a single copy gene that 
can be used as an endogenous control to evaluate copy number with 2–ΔΔCt 
method in transgenic tobacco.  

Index terms: Transgenic; Nicotiana tabacum; Axi1; phosphorus.

Introdução
 Plantas transgênicas contêm um ou mais genes introduzidos por meio 

da técnica de transformação genética. Através desta técnica, uma nova 
característica de outra espécie, que não acontece espontaneamente, pode ser 
inserida na planta (Rani; Usha, 2013) e transmitida para seus descendentes 
(Barros, 2004).

Em 1983, surgiram as primeiras plantas transgênicas de tabaco contendo 
um gene codificante para a resistência contra o antibiótico canamicina (Fraley 
et al., 1983). Desde então, diversas proteínas foram expressas em plantas de 
tabaco, milho e batata, dentre outras (Austin et al., 1994). O tabaco (Nicotiana 
tabacum) é uma das plantas mais transformadas e considerada como modelo, 
uma vez que possui métodos de transformação bem estabelecidos, possui 
fácil propagação, além de ter o genoma sequenciado (Koornneef; Meinke, 
2010).

A transformação via Agrobacterium é um dos métodos mais utilizados, 
em que a agrobactéria transfere parte do DNA do seu plasmídeo Ti (Tumor 
Inducing) para células de plantas (Hoekema et al., 1983; Rogers et al., 
1986). A agrobactéria pode ser encontrada no solo e tem a capacidade de 
provocar naturalmente tumores nos vegetais (Gelvin, 2003). O fragmento de 
DNA transferido contém genes responsáveis pela síntese de hormônios e 
metabólitos, delimitados por sequências conservadas. A expressão destes 
genes promove o crescimento desorganizado das células e a produção de 
metabólitos utilizados apenas pelas bactérias. É possível fazer a modificação 
do T-DNA da Agrobacterium nativa para desarmá-la, através da retirada de 
genes relacionados à síntese de fito-hormônios. Além disso, a construção 
de vetores de transformação via Agrobacterium necessita que as bordas 
esquerda e direita sejam conservadas e que os genes que fazem as sínteses 
de fito-hormônios sejam removidos do T-DNA. Por isso, independente da 
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sequência de DNA inserida entre as bordas do T-DNA ela pode ser transferida 
e integrada ao genoma vegetal, sem que haja interferência na regeneração 
de plantas (Brasileiro, 1995). Os plasmídeos Ti modificados são utilizados por 
técnicas de engenharia genética como vetores de transformação de plantas 
(Almeida; Borém, 2015).

Estudos moleculares, como a determinação do número de inserções, são 
necessários após a transformação genética, já que o número de cópias e 
o local de inserção podem influenciar a estabilidade dos genes e seu nível 
de expressão (Gadaleta et al., 2011). A técnica de PCR em tempo real tem 
se apresentado como uma alternativa rápida, sensível e acurada para este 
tipo de análise. Essa estimativa é essencial para a fixação do transgene, 
ou seja, obtenção de progênies homozigóticas, dado que múltiplas cópias 
podem causar efeitos negativos na expressão de um gene. No entanto, 
para a utilização dessa metodologia é essencial que se conheça um gene 
de referência de cópia única no genoma da planta avaliada, com pouca 
variação na expressão por influência de estímulos externos ou mudanças 
no metabolismo celular. Dessa forma, as possíveis variações de pipetagem 
e consequentemente a concentração final dos reagentes, da amostra ou 
variações nas condições das reações da PCR em tempo real, seriam corrigidas 
pela expressão do gene constitutivo. Como exemplo de referência de gene 
em cópia única, existe o gene que codifica a enzima Alcool desidrogenase1 
(Adh1) no milho (Ingham et al., 2001) e o gene que codifica a proteína I/Y de 
um elemento móvel (HMG L/Y) em Brassica napus (Weng et al., 2005; Masek 
et al., 2000).

Em tabaco (Nicotiana tabacum), o número de cópias em plantas 
transgênicas transformadas com o gene P3 (PotatoVirus A - PVA) (Nováková 
et al., 2005) foi estimado utilizando o gene Axi1 como controle endógeno 
(Subr et al., 2006). O gene Axi1 (Auxin independent1) tem papel na ação da 
auxina, sendo que em plantas selvagens ele é expresso principalmente nas 
raízes. Quando tem sua expressão interrompida, o gene Axi1 confere aos 
protoplastos a capacidade de crescer em cultura não somente sob ausência 
de auxina, mas também sob altas concentrações desse fito-hormônio, onde 
a máxima frequência de divisão celular não é observada nos protoplastos 
selvagens (Walden et al., 1994). Neste trabalho, o gene Axi1 foi utilizado como 
gene de referência para a quantificação relativa baseada no método 2-∆∆Ct 

(Livak; Schmittgen, 2001) e a eficiência de reação também foi testada. Além 
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disso, o resultado do número de cópias por PCR em tempo real foi confirmado 
por teste de segregação (Subr et al., 2006), porém não foi confirmado se o 
Axi1 era realmente cópia única, uma vez que o tabaco é alotetraploide. O 
tabaco tem um genoma complexo e grande (4,5 Gb) com uma significativa 
proporção de repetições (>70%). A espécie N. tabacum (2n=4x=48) evoluiu 
da hibridização interespecífica dos ancestrais Nicotiana sylvestris (2n=24, 
doador materno) e Nicotiana tomentosiformis (2n=24, doador paterno) há 
cerca de 200.000 anos (Leitch et al., 2008). 

Eventos de plantas transgênicas de tabaco expressando os genes 
Phosphorus-Starvation Tolerance 1 (OsPstol1) de arroz e seus homólogos 
de milho (ZmPstol1_3.06, ZmPstol1_8.02 e ZmPstol1_8.05_1) e de sorgo 
(Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) foram gerados (Lopes, 2016) 
por causa da necessidade de validação funcional dos genes Pstol1 de sorgo e 
de milho quanto ao aumento da superfície radicular, aumento de aquisição de 
fósforo (P) e produtividade. Em arroz, foi encontrado na variedade Kasalath 
um loco denominado Phosphorus Uptake1 (Pup1), que foi caracterizado 
por estar relacionado ao aumento da aquisição de P em baixas condições 
desse nutriente (Wissuwa et al., 2002) e ao aumento radicular (Ni et al., 1998; 
Wissuwa et al., 1998; Wissuwa; Ae, 2001). O Pstol1 é o gene responsável 
por esse QTL (Quantitative Trait Locus), que codifica uma proteína quinase 
responsável pelo aumento na área de superfície radicular, na aquisição de P 
e na produção de grãos (Gamuyao et al., 2012).

Os homólogos do OsPstol1 de arroz em milho e sorgo foram identificados 
por meio de estudos de genômica comparativa. Três proteínas preditas de 
sorgo com identidade superior a 55% com o Pstol1 de arroz (BAK26566) 
foram identificadas por Hufnagel et al. (2014), pelo mapeamento associativo 
dois painéis de sorgo fenotipados para absorção de P, morfologia e arquitetura 
do sistema radicular em hidroponia e produtividade de grãos e acúmulo 
de biomassa em condições de baixo P. Esses dados foram validados por 
mapeamento de QTL utilizando população biparental, mostrando um papel 
geral dos homólogos de sorgo na morfologia e arquitetura do sistema 
radicular em sorgo. Azevedo et al. (2015) identificaram três genes preditos 
de milho com identidade superior a 55% com o OsPstol1 colocalizados com 
QTLs para morfologia radicular, acúmulo de biomassa e teor de P em uma 
população de RILs (Recombinant inbred lines) em solução nutritiva, que foram 
mais expressos na raiz em relação à parte aérea. Dentro desse contexto, o 
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presente trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia para a 
determinação, por PCR em tempo real, do número de cópias de inserções 
de transgenes em plantas de tabaco expressando os genes Pstol1, usando o 
gene Axi1 como controle endógeno.

Material e Métodos

Clonagem do gene Axi1

Foram desenhados oligonucleotídeos para a clonagem 
do fragmento do gene Axi1 (GenBank: X80301) com 727 pb 
(Ax1CloneF: 5´-AGATGCAGTTGTTGCAGCTC-3´ e Axi1CloneR: 
5´-TCAGATGCAAGGCAACAAAG-3´). A reação de PCR foi composta por DNA 
genômico de tabaco (40 ng), 0,5 mM de MgCl2, 0,5 mM de primer, 1x GoTaq® 
Colorless Master Mix (Promega) em um volume final de 20 mL de reação. 
As reações 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. O produto da PCR foi aplicado em gel 
de agarose a 1% e visualizado com GelRed (Biotium®). A banda referente 
ao fragmento de interesse foi isolada do gel e purificada com o Kit QIAquick 
Gel Extraction Kit (Qiagen) e, em seguida clonada  no pGEM®-T Easy Vector 
Systems (Promega). Células de E. coli DH5a foram transformadas por choque 
térmico e o DNA plasmidial dos clones recombinantes foi extraído com o 
auxílio do kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). 
A quantificação do DNA plasmidial foi realizada por espectrofotometria em 
Nanodrop1000 (ThermoFisher Scientific). Todos os procedimentos realizados 
com kits foram feitos seguindo as recomendações do fabricante. 

Confirmação do número de cópias do 
gene Axi1 no genoma de tabaco

A quantificação do número de cópias do gene Axi1 no genoma do tabaco 
foi feita utilizando-se uma curva padrão de quatro pontos obtidos a partir de 
uma diluição seriada com fator de 1:10 do DNA plasmidial contendo 100.000, 
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10.000, 1.000 e 100 cópias do gene Axi1. O número de cópias do plasmídeo 
(quantidade inicial) foi calculado utilizando a fórmula abaixo:

Os valores de CT foram plotados contra o logaritmo dos números de 
cópias e a curva padrão foi gerada a partir do ajuste de uma regressão linear 
dos pontos plotados. A eficiência de amplificação por PCR (E) foi calculada a 
partir do coeficiente de inclinação da reta ajustada e de acordo com a equação 
(Rasmussen, 2001): E = 10−1/slope – 1. Para a determinação do número de 
cópias do gene Axi1 no genoma de tabaco, 87 ng (10000 cópias do genoma – 
conteúdo 2C = 8,7 pg) de quatro amostras independentes de DNA genômico 
foram amplificadas nas mesmas condições e interpoladas na curva padrão. 

A princípio foi utilizada a fórmula 2Ct_referência−Ct_transgene (Zhang et al., 2015) 
para determinar uma amostra calibradora com uma cópia única do transgene 
e posteriormente foi utilizada a fórmula 2-ΔΔCt (Livak; Schimittgen, 2001). 

A reação de PCR foi composta por DNA plasmidial nas diluições descritas 
acima e 90 ng DNA genômico, Fast SYBR® Green Master Mix (Applied 
Biosystems da Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA) 1X, 1 mM de cada 
primer (Axi1Forward: 5´-GCCGTCCTTGTAGTTCCAAA -3´e Axi1Reverse:5´- 
AGCGGTCGACATCAAAAATC -3´) (Subr et al., 2006) (Figura 1) em volume 
final de 10 mL. As condições de amplificação 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 (Applied 
Biosystems da Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA), seguindo as 
recomendações do fabricante.

 

 
No de cópias/µL = massa molecular x 6,022 x 1023  
                                   massa (g) 
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Estimativa do número de cópias dos 
eventos transgênicos de tabaco

A estimativa do número de cópias do transgene inicialmente foi calculada 
para onze eventos T0 das construções gênicas pMCG1005 Ev. 5 (vetor vazio), 
OsPstol1 Ev. 11, ZmPstol3.06 Ev. 6, ZmPstol8.02 Ev. 6, ZmPstol8.05_1 Ev. 13, 
Sb07g002840 Evs. 4 e 5, Sb03g031690 Evs. 3 e 7, Sb03g006765 Evs. 12 e 21 
utilizando a fórmula 2Ct_referência−Ct_transgene, na qual não é necessário um evento 
e/ou linhagem de referência com cópia única (Zhang et al., 2015). A partir 
dessa análise, uma amostra com cópia única do transgene foi selecionada 
como referência para calcular com a fórmula 2-ΔΔCt (Livak; Schimittgen, 2001), 
para quantificar níveis de expressão relativa.

A reação foi composta por 50 ng de DNA genômico, Fast SYBR® 
Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) 1X, 0,6 mM dos 
oligonucleotídeos Axi1Forward e Axi1Reverse (Subr et al., 2006) ou 0,8 mM 
dos oligonucleotíedos Bar (BarF:5’-ACAGCGACCACGCTCTTGA-3e BarR:5’-
GCTCTACACCCACCTGCTGA-3’) em volume final de 10 mL. As condições 
de amplificação 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 

 
 Figura 1. Representação esquemática do gene Axi1 (6650 bp). Os primers do gene 

Axi1 usados para PCR em tempo real estão localizados no exon cinco (Direto) e exon 
seis (Reverso) e marcados em vermelho.
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Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA), seguindo 
as recomendações do fabricante.

Teste de segregação nas plantas transgênicas de tabaco

Sementes de três eventos transgênicos de tabaco na progênie T1 
(pMCG1005 Ev.7, OsPstol1 Ev.6, ZmPSTOL8.02 Ev. 6) foram germinadas em 
meio MS (Murashige; Skoog, 1962) sem agente de seleção. Plântulas com 20 
a 35 dias após a germinação foram usadas para extração de DNA genômico 
pelo método de Saghai-Maroof et al. (1984). 

A inserção dos cassetes de expressão nas plantas transgênicas de 
tabaco foram confirmadas por PCR utilizando 30 ng de DNA genômico, 0,5 
mM de cada primer (BarF1: 5´- AGAAACCCACGTCATGC-3´ e BarR1: 5´- 
GTGGTTGACGATGGTGCA-3´), tampão de reação 1X, 0,6 mM de cada 
dNTP, 1U Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), DMSO 5% em volume 
final de 20 mL. As condições 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 χ2 foi feito para comparar as proporções esperadas para a 
integração de uma cópia do transgene (Tizaoui; Kchouk, 2012).

Resultados e Discussão
Neste trabalho foi usada a técnica de PCR em tempo real para estimar o 

número de cópias do transgene em plantas de tabaco transgênicas, utilizando 
o gene Axi1, como gene endógeno cópia única e o gene Bar como gene alvo. 
Foi necessária a determinação do número de cópias do Axi1, uma vez que não 
foi encontrada descrição definitiva na literatura. O fragmento clonado (727 bp) 
do gene Axi1 foi utilizado para testar a especificidade dos oligonucleotídeos, 
através da curva de dissociação (melting), que evidenciou a amplificação 
de um único produto (Figura 2A), indicando a inexistência de produtos 
inespecíficos. Além disso, os experimentos mostraram que a eficiência dos 
oligonucleotídeos foi 93%, e, portanto apropriados para serem utilizados para 
o estabelecimento da curva padrão. A eficiência é a proporção que equivale 
à taxa de amplificação da PCR, possibilitando assim determinar o sucesso 
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dos oligonucleotídeos. A utilização do método 2-ΔΔCt requer uma eficiência dos 
oligonucleotídeos de 90 a 100% e com uma eficiência equivalente entre os 
oligonucleotídos do gene alvo e do gene endógeno.  

A curva padrão foi estabelecida utilizando DNA plasmidial com o fragmento 
do gene Axi1 clonado em concentrações crescentes representando de 100 
a 100.000 cópias com DNA genômico de tabaco. As amostras de DNA 
genômico de tabaco quantificaram entre 7.000 e 12.650 cópias, interpolando 
no ponto de 10.000 cópias na curva padrão.  O resultado indica que o gene 
Axi1 é encontrado em cópia única no genoma (Figura 2B) e que foi herdado 
de apenas uma das espécies que originaram a espécie Nicotiana tabacum. 

Figura 2. Curva de dissociação com os oligonucleotídeos para o gene Axi1 de tabaco 
(A) e Curva padrão gene Axi1 utilizando as diluições de 100.000, 10.000, 1.000 e 100 
cópias do fragmento contendo plasmídeo do gene Axi1 (B) R2: 0,992 e Efficiência (%): 
93,055. Em vermelho, pontos da curva padrão e em azul, o gene Axi1 no genoma do 
tabaco.

 
 

Inicialmente, foi utilizado o método 2-ΔCt usando o gene Axi1 como gene 
endógeno e o gene alvo, o gene de seleção Bar na geração T0 de oito 
construções gênicas dos transgênicos de tabaco para identificar uma amostra 
cópia única. A amostra cópia única selecionada para ser utilizada como 
referência pelo método 2-ΔΔCt foi ZmPstol8.02 Ev.6. A amostra referência cópia 
única foi utilizada como referência para o cálculo do número de cópias de 52 
eventos, sendo que 48 eventos foram considerados cópia única e os demais 
variaram entre duas e cinco cópias (Tabela 1). Como esperado, o tabaco 
não transformado não apresentou amplificação para o gene Bar (Tabela 1). 
Resultados semelhantes com transformação mediada por Agrobacterium 
tumefaciens foram encontrados em duas linhagens transgênicas de Nicotiana 
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tabacum cv. Xanthi, com inserção de uma cópia do transgene AtWBC 
(Arabidopsisthaliana ATP binding cassette (ABC) transporter) (Yuan et al., 
2007) e em noventa e duas linhagens T0 de algodão com inserção de uma 
a quatro cópias do gene nptII (neomycin phosphotransferase tip II) (Yang et 
al., 2013). Os resultados obtidos corroboraram os de Subr et al. (2006), que 
usaram o gene Axi1 (Auxin independent1) como controle endógeno para 
determinar o número de cópias de transgênicos de tabaco com o gene Potato 
virus A (PVA) P3.

Em comparação com a transformação mediada por Agrobacterium 
tumefaciens, na transformação por biobalística ocorre integração de um 
grande número de cópias do transgene no genoma vegetal, o que pode levar 
ao silenciamento do transgene (Vyacheslavova et al., 2012). O processo de 
silenciamento gênico envolve a interação de sequências homólogas de DNA 
ou RNA, no qual o RNA participa do silenciamento pós-transcricional, em que 
ocorre a degradação de mRNAs homólogos no citoplasma e do silenciamento 
transcricional, que está relacionado com o bloqueio da transcrição por um 
RNA antissenso proveniente do próprio DNA, causando metilação da região 
promotora no núcleo (Fagard; Vaucheret, 2000; Vaucheret et al., 2001; 
Vendruscolo, 2003).

Tabela 1. Estimativas do número de cópias do transgene Bar em linhagens T0 de 
tabaco por qPCR calculado pelo método2-ΔΔCt, utilizando o gene Axi1 como controle 
endógeno.

Amostras
Nº de 

cópias  
Amostras

Nº de 
cópias 

(2-ΔΔCt)   (2-ΔΔCt)
Tabaco não transgênico 0   Tabaco não transgênico 0
pMCG1005 Ev. 3 0,52   ZmPstol8.02 Ev.2 0,24
pMCG1005 Ev. 4 0,98   ZmPstol8.02 Ev.3 0,84
pMCG1005 Ev. 5 2,7   ZmPstol8.02 Ev. 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. 9 0,39   ZmPstol8.02 Ev.9 1,37
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pMCG1005 Ev. 10 0,45   ZmPstol8.02 Ev.10 0,7
OsPstol1 Ev. 5 0,79   Sb07g002840 Ev.11 4,78
OsPstol1 Ev. 6 1,17   Sb03g031690 Ev.1 0,52
OsPstol1  Ev. 11 1,72   Sb03g031690 Ev.2 0,37
OsPstol1  Ev. 21 0,8   Sb03g031690 Ev.3 0,58
OsPstol1 Ev. 22 0,8   Sb03g031690 Ev.5 0,41
ZmPstol8.05_1  Ev.4 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 0,32
ZmPstol8.05_1  Ev.11 0,32   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
ZmPstol3.06  Ev.1 1,33   Sb03g006765 Ev.13 0,59
ZmPstol3.06  Ev.3 0,4   Sb03g006765 Ev.19 0,69
ZmPstol3.06  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   Sb03g006765 Ev.30 0,66

Amostras
Nº de 

cópias  
Amostras

Nº de 
cópias 

(2-ΔΔCt)   (2-ΔΔCt)

Tabela 1 cont. Estimativas do número de cópias do transgene Bar em linhagens 
T0 de tabaco por qPCR calculado pelo método2-ΔΔCt, utilizando o gene Axi1 como 
controle endógeno.
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Para validar os dados obtidos do número de cópias por PCR em tempo real, 
foi feito um teste de segregação com os eventos pMCG1005 Ev. 7, OsPSTOL1 
Ev. 6 e ZmPSTOL8.02 Ev. 6. Para o evento pMCG1005 Ev. 7, do total de 
dezesseis plântulas quatorze foram positivas para Bar e duas negativas, no 
evento OsPSTOL1Ev. 6 de dezenove plântulas dezesseis foram positivas e 
três negativas para Bar, e evento ZmPSTOL8.02 Ev. 6 de dezenove plântulas 
quatorze foram positivas e cinco negativas para Bar. Sendo, portanto, o 
padrão de segregação esperado para características monogênicas (3:1) 
confirmado por meio de teste de χ2 com p<0,05 (Tabela 2). A segregação 
nesses eventos segue padrões de segregação Mendelianos 3:1, visto que 
os transgenes são herdados como um alelo dominante (Christou et al., 1989; 
Misra, 1989; Pawlowski; Somers, 1996; Theuns et al., 2002), no qual cada 
planta (2n) possui um par de genes, em que cada alelo doado de um dos 
pais é transmitido de geração a geração, sendo passados individualmente 
por meio dos gametas (n). A segregação Mendeliana 3:1 indica que há a 
presença de um único loco transgênico que pode ser funcional (Parrott, 2010).

Tabela 2. Segregação mendeliana e valores χ2 para eventos transgênicos de tabaco 
T1 obtendo valores menores que o tabelado (3,481) (p<0,05)

Amostras Nº de cópias (2-ΔΔCt) Segregação Valor χ 2

pMCG1005 Ev. 7 1,12 3:1 1,33

OsPstol1 Ev. 6 1,17 3:1 0,85

ZmPstol8.02 Ev. 6 1 3:1 0,01

	

Os transgenes são herdados sexualmente como uma característica 
dominante, com herança na proporção Mendeliana de 3:1 quando presentes 
em cópia única no genoma hospedeiro (Christou et al., 1989). Estudos 
de segregação em progênies T1 de tabaco transgênico para o gene NptII 
mostraram segregação Mendeliana 3:1 em evento com cópia única do 
transgene, assim como para linhagens T2 e T3 desse evento (Tizaoui; Kchouk, 
2012). Em três linhagens de soja transgênica com inserção de cópia única 
do transgene houve herança Mendeliana para os genes Gus e Bar até a 
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geração T5 (Yong et al., 2006). A estabilidade, como mostrada nesse estudo, 
em conjunto com dados de expressão gênica é importante para evitar o 
silenciamento gênico e consequentemente a instabilidade da expressão e 
fenótipo do transgene.

Conclusões
Com base nos resultados obtidos, foi confirmado que o gene Axi1 possui 

apenas uma cópia no genoma do tabaco (Nicotiana tabacum L.), sendo 
possível utilizá-lo como gene de referência para estimar o número de cópias 
por meio de PCR em tempo real por meio do método 2-ΔΔCt em tabaco 
transgênico.
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