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Uso de Radiacao Gama na Eliminacdo de Genes
Marcadores de Soja Geneticamente Modificada

INTRODUCAO

O uso de um gene marcador no processo de producédo de organismos geneticamente
modificados confere vantagens seletivas as células transformadas. Genes marcadores podem
conferir a planta resisténcia a antibidticos, a herbicidas ou ainda tornar possivel a identifica-
cao e selecao das células modificadas geneticamente sem causar injurias ou morte a popula-
cao de células nao-transformadas. No ultimo caso, eles podem conferir as células transfor-
madas a capacidade de metabolizar alguns compostos que ndo sao usualmente
metabolizados.

O gene gus, que codifica a enzima B-glucuronidade (GUS), é amplamente utilizado como
gene marcador devido, principalmente, a simplicidade, a rapidez e a versatilidade dos
métodos de deteccao da atividade enziméatica e ao fato de que a maioria das plantas ndo
apresenta atividade endégena significante.

Devido as preocupacdes com biosseguranca, avaliagbes complexas tém sido realizadas com
o objetivo de estudar o potencial impacto de genes marcadores presentes em plantas
transgénicas para a saide humana e para o meio ambiente. Apesar de ndo existir evidéncias
do efeito nocivo do uso de plantas transgénicas com genes marcadores, a sua remocao ja
estd declarada como “boa pratica de laboratério” por varios comités de biosseguranca.
Conseqiientemente varias estratégias para remover os genes marcadores de selecdo tém sido
desenvolvidas.

Visando a mutacdo e conseqliente eliminacao por agente fisico do gene gus, este trabalho
foi realizado a fim de avaliar o uso de radiacdo gama na eliminacao fisica de genes
marcadores introduzidos no genoma de soja.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e Irradiacao

As sementes de soja transgénicas, variedade BR-16, linhagem 8-19, utilizadas neste
experimento derivaram de uma Unica planta transgénica gerada em nosso laboratério (Aragao
et al. 2000). Esta linhagem contém uma Unica cépia do plasmideo pAG1 que contém o
gene ahas de Arabdopisis thaliana, sob controle do promotor ahas e o gene gus (b-
glucoronidase) sob controle do promotor da actina de A. thaliana. (Aragao et al. 2000).
Sementes transgénicas homozigotas foram irradiadas com raios gamas de ¢°Co nas dosagens
de 225, 250, 275, 300 e 350 Gy, plantadas em casa de vegetacdo e a geracdo M2 foi
analisada quanto a presenca e expressao dos genes gus e ahas por PCR.

Anadlise por PCR

Para determinar a presenca dos genes gus e ahas, foram realizadas anélises por PCR. Foram
utilizados os oligonucleitideos 5’ actagagattccagcgtc 3’ (AHASP dentro do promotor ahas) e
5’ gtggctatacagatacctgg 3' (AHAS500C dentro da seqiiéncia codificante do gene ahas) para
amplificar uma sequéncia de 685 bp a 685 bp para examinar as plantas transgénicas quanto
a presenca do cassete ahas. Os oligonucleotideos 5’ ttgggcaggccagcgtatcgt 3’ (GUS251) e
5’ atcacgcagttcaacgctgac 3’ (GUS671C) foram utilizados para amplificar uma seqiiéncia de
420 bp dentro da seqliiéncia codificante do gene gus.
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Ensaio histoquimico

Plantas foram avaliadas quanto a expressao do gene gus
por ensaio histoquimico. Os tecidos foram analisados para
a localizacao /n situ da atividade de GUS segundo
Jefferson et al. (1987).

Ensaio de tolerdncia ao herbicida

Para avaliar a resisténcia do gene ahas, todas as plantas
foram pulverizadas com 100 g.ha do herbicida imazapyr
(Arsenal ®, BASF).

Southern blot

O DNA gendmico foi isolado de acordo com Dellaporta et
al. (1983) e o Southern blotting e a hibridizagcao foram
realizadas como previamente descrito (Sambrook et al.
1989). O DNA gendmico (10 mmg) foi digerido com Spel,
separado em gel de agarose 1% e transferido para mem-
brana de nylon HyBond. A hibridizacao foi realizada
usando o ahas e gus como sondas (Fig. 1). As sondas
foram marcadas com aa®?P dCTP (3000 Ci mol’') usando o
random primer DNA labeling kit (Pharmacia Biotech).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 resume a freqliiéncia de plantas cuja expressao
do gene gus foi silenciada.

Tabela 1. Frequéncia de plantas nas quais a expressao do
gene gus foi silenciada.

Gy Gene gus positivo:negativo
0 499 /0

225 1445 /2

250 1431/7

275 1455/ 6

300 1444/ 8

350 1290/ 13

Para determinar a presenca dos genes gus e ahas, todas as
36 plantas que tiveram o gene gus silenciado foram
analisadas por PCR. Exceto por uma planta, em todas as
outras foi observado a auséncia de ambos os genes (0,49
%). Na planta 1A vinda do tratamento com 275 Gy
observou-se a auséncia do gene gus e presenca do gene
ahas.

Fig 1. 1) Andlise por PCR das plantas que apresentaram
silenciamento do gene gus para determinar a presenca dos
genes gus e ahas. A planta nomeada 1 A, tratada com 275Gy
apresentou auséncia do gene gus e presenca do gene ahas.
Todas as outras 36 plantas analisadas apresentaram auséncia
de ambos os genes.1) 1Kb DNA ladder 2) planta 9D 3) planta
5 A 4) planta 1 A 5) C+ 6) C+ 7) C- Superior) gene ahas

Inferior) gene gus.
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Fig 2. Andlise por Sourthen Blot das plantas que apresentarem
silenciamento do gene gus para avaliar a presenca dos genes
gus e ahas integrados no genoma. A planta 1 A apresentou
auséncia do gene gus e presenca do gene ahas (poco3). As
outras plantas analisadas apresentaram auséncia de ambos os
genes (pocos 4 a 8). 1) Planta 8/19 2) Planta nao-transforma-
da 3)Planta 1 A 4) 8J 5) 5 A 6)3E 7) 9D 8) 10E Superior)

Gene gus Inferior) gene ahas.
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Seis plantas que tiveram o gene gus silenciado foram
analisadas por Southern Blot para a presenca do gene gus
e ahas integrados no genoma. Nossos resultados mostram
a auséncia dos genes gus e ahas nas plantas 3E, 5A, 8J,
9D e 10E. Entretanto, na planta 1A foi detectada a
auséncia do gene gus e presenca do gene ahas.

Estas plantas receberam tratamento com o herbicida
imazapyr para avaliar a funcionalidade do gene ahas.
Nenhum sintoma foi observado na planta 1A . Como
esperadas nervuras vermelhas tipicamente vistam em
plantas tratadas com imidazolinonas foram observadas nas
plantas 3E, 5A, 8J, 9D, 10E e na planta controle (ndo-
transgénica) e morreram duas semanas apds o tratamento
com herbicida.

As 36 plantas analisadas por PCR foram mantidas até a
maturidade e formacao de vagens. Trinta plantas, incluindo
a planta 1A apresentaram um fenétipo normal com
crescimento, vagens e producao de sementes normais.

Por outro lado, duas plantas apresentaram nanismo, queda

e enrugamento das folhas.

Fig 3. Planta 1 A apresentando fendtipo normal apés pulveriza-
cao com herbicida, confirmando a funcionalidade do gene

ahas.
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Os atuais processos para desenvolvimento comercial de
variedades transgénicas somente necessitam da presenca
de caracteristicas desejadas sem a necessidade de genes
marcadores de selecdo. Conseqlientemente, a remocao
total ou parcial do transgene é desejavel para garantir
nenhuma expressao futura. Os resultados confirmam a
hipétese que a radiacdo gama pode ser utilizada para
remover fisicamente um gene especifico (gus) de uma
linhagem de soja transgénica que contem outros
transgenes integrados no genoma.
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