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RODRIGUES-OTUBO, Benedita Maria. Regeneracéo organogénica de soja sob
transformacéo via Agrobacterium. 2011. 90 f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das culturas mundialmente mais importantes
pelas altas concentragcdes de 6leo e proteina presentes nos graos. Com o avango
das novas tecnologias, o melhoramento dessa leguminosa, por meio da
transformacao, viabilizou a introducao de caracteristicas, até entao, impossiveis por
outros métodos. A transformagédo genética tem sido uma ferramenta utilizada para
transpor barreiras entre as espécies possibilitado a obtencdo de plantas
transgénicas, sendo o seu sucesso altamente dependente de um bom protocolo de
regeneragao in vitro. No entanto, a inexisténcia de protocolos altamente
reproduziveis e com altas taxas de transformagao tem dificultado o emprego desta
tecnologia. Este trabalho teve por objetivo selecionar cultivares de soja com maior
potencial organogénico, e avaliar o efeito do tempo no meio de inducédo de
brotacbes, tempo no meio de recuperagdao, tempo de sonicagdo e das
concentragdes de acetosiringona em plantas regeneradas de eixos embrionarios de
sementes maduras da cultivar Conquista, sob transformacéo via Agrobacterium.
Foram apresentados dois artigos. No primeiro artigo foram delineados dois
experimentos, onde no primeiro foi avaliado a regeneracdo organogénica das
cultivares Conquista, Valiosa RR, Perdiz, V.Max, Pintado, Tucunaré, Poténcia, BRS-
232 e Tabarana, no delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeticdes e
parcelas com dez eixos embrionarios. Aos 70 dias do inicio da cultura foram
avaliados a frequéncia de regeneragdo, o numero médio de brotos por eixo e a
frequéncia de multibrotacdo. No segundo experimento, foram avaliadas a
regeneragao organogénica e a eficiéncia de expressao do gene GUS em eixos
embrionarios da cultivar Conquista, cultivados no meio de inducdo de brotacdes
durante um e dois dias e a manutengao por 10, 15 e 20 dias na fase de recuperacao.
Utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso, no esquema fatorial, de 2 x 3, quatro
repeticdes e parcelas com cinco eixos embrionarios. Aos 70 dias do inicio da cultura,
foram avaliadas a regeneragédo de plantulas e a eficiéncia da expressao estavel do
gene GUS. No segundo artigo (primeiro experimento), foram avaliados o efeito da
manutencdo de eixos embrionarios da cultivar Conquista no meio de inducédo de
brotagcdes por um, dois e trés dias com sonicacdo de 0,0; 2,5; 7,5; 15,0 e 30,0
segundos na fase de agroinfec¢do, na regeneragdo organogénica e na eficiéncia de
expressdao do gene GUS, sob transformacdo via Agrobacterium na ODgg 0,5.
Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, no esquema fatorial 3 x 5,
quatro repeticoes e parcelas de 12 eixos. No segundo experimento, foram avaliados
os efeitos das concentragdes de 100 e 200 uM de acetosiringona na agroinfec¢ao de
eixos embrionarios da cultivar Conquista com sonicacgao de 0,0; 2,5; 7,5; 15,0 e 30,0
segundos, na regeneragao organogénica e na eficiéncia de expressao do gene
GUS, sob transformacéao via Agrobacterium na ODeggp 0,2. Utilizou-se o delineamento
de blocos casualizados, no esquema fatorial 2 x 5, com 100 e 200 pM de
acetosiringona e tempos de sonicagao de 0,0; 2,5; 7,5; 15,0 e 30,0 segundos, quatro
repeticbes e parcelas com 12 eixos; sendo as avaliacbes dos experimentos
realizadas aos 70 dias do inicio dos cultivos. No primeiro artigo (primeiro



experimento), as cultivares apresentam potencial para regeneracédo organogénica. O
maior potencial para numero de brotos é observado nas cultivares Valiosa RR e
Conquista e, para frequéncia de multibrotagdo na cultivar Valiosa RR. No segundo
experimento, o cultivo de eixos embrionarios da cultivar Conquista por dois dias no
meio de indugao e 20 dias no meio de recuperagao estimulam maior regeneragao de
plantulas e maior expressdo do gene GUS. No segundo artigo (primeiro
experimento). A maior elongagao das plantulas e maior expressao do gene GUS
ocorrem em eixos embrionarios da cultivar Conquista mantidos por dois e trés dias
no meio de indugdo e com 2,5 e 15,0 segundos de sonicagdo na suspensdo de
Agrobacterium ODggoo 0,5. No segundo experimento, a maior elongag¢ao das pléantulas
e maior expressao do gene GUS ocorrem em 100 yM de acetosiringona, com 7,5 e
30,0 segundos de sonicagdo de eixos embrionarios da cultivar Conquista na
suspensao de Agrobacterium ODggp 0,2.

Palavras-chave: Glycine max. Cultura in vitro. Gene GUS. Glufosinato de amoénia.
Acetosiringona. Organogénese. Regeneragao in vitro.



RODRIGUES-OTUBO, Benedita Maria. Organogenic regeneration of soybean via
Agrobacterium transformation. 2011. 90 f. Thesis (Doctorate in Agronomy) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is one of the world's most important crops by high
concentrations of oil and protein present in grains. With the advancement of new
technologies, improvement of legume, by means of transformation, made possible
the introduction of features hithert impossible by other methods. The genetic
transformation has been a tool used to overcome barriers between species made it
possible to obtain transgenic plants, and its success is highly dependent on a good
protocol for regeneration in vitro. However, the lack of protocols and highly
reproducible with high rates of transformation has hindered the use of this
technology. This study aimed to select soybean cultivars with higher organogenic
potential, and evaluate the effect of time in the shoot induction medium and recovery
time, sonication time and concentration acetosiringona in plants regenerated
embryonic axes from mature seeds Conquista the cultivar under transformation via
Agrobacterium. In the first article two experiments were designed, where the first was
evaluated organogenic regeneration of Valiosa RR, Perdiz, V.Max, Pintado,
Tucunaré, Poténcia, BRS-232 Tabarana cultivars, in a randomized block design with
four replications with ten embryonic axes. At 70 days of onset of culture were
assessed the frequency of regeneration, the average number of shoots per axis and
the frequency of multiple shoots. In the second experiment, we evaluated the
organogenic regeneration and the efficiency of GUS gene expression in embryonic
axes Conquista cultivar, grown in the shoot induction during one and two days and
maintained for 10, 15 and 20 days in the recovery phase. We used the design of
randomized blocks in factorial scheme 2 x 3, four replications and plots with five
embryonic axes. At 70 days of the onset of culture, we assessed the regeneration of
seedlings and the efficiency of stable GUS gene expression. In the second article
(first experiment), we evaluated the effect of the maintenance of embryonic axis
Conquista cultivar in the shoots induction medium per one, two and three days with
sonication of 0.0, 2.5, 7.5, 15.0 and 30.0 seconds in agroinfection phase in
organogenic regeneration and efficiency of GUS gene expression under
transformation via Agrobacterium in 0.5 ODgoo. We used a randomized block design
in 3 x 5 factorial design, four replications and plots of 12 axes. In the second
experiment, we assessed the effects of concentrations of 100 and 200 uM
acetosiringone in agroinfection of embryonic axis Conquista cultivar with sonication
of 0.0, 2.5, 7.5, 15.0 and 30.0 seconds, organogenic regeneration and efficiency
GUS gene expression under transformation via Agrobacterium 0.2 ODggo. We used a
randomized block design, in factorial scheme 2 x 5 with 100 and 200 pM
acetosiringone and sonication times of 0.0, 2.5, 7.5, 15.0 and 30.0 seconds, four
replications and plots with 12 axes, and the evaluations of the experiments
performed at 70 days of start of cultivation. In the first article (first experiment), the
cultivars have potential for organogenic regeneration. The greatest potential for
number of shoots is observed on the Valiosa RR and Conquista cultivars, and to
frequency multiple shoots in Valiosa RR. In the second experiment, the cultivation of
embrionic axes of Conquista cultivar for two days in induction medium and 20 days in



recovery medium stimulate regeneration greater of seedlings and expression greater
of the GUS gene in Conquista cultivar. In the second article (first experiment), the
greatest elongation of seedlings and increased expression of the GUS gene occur in
embryonic axes of Conquista cultivar maintained by two and three days in induction
medium and with 2.5 and 15.0 seconds of sonication in Agrobacterium suspension of
0.5 ODeggo. In the second experiment, the greatest elongation of seedlings and
increased expression of the GUS gene occur in 100 uM acetosiringone with 7.5 and
30.0 seconds of sonication in embrionic axes Conquista cultivar in Agrobacterium
suspension of 0.2 ODggo.

Keywords: Glycine max. In vitro culture. GUS gene. Glufosinate ammonium.
Acetosiringone. Organogenesis. In vitro regeneration.
I
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1 INTRODUCAO

A soja [(Glycine max (L.) Merrill] é originaria da Asia e vem sendo
cultivada ha mais de 5 mil anos. E considerada uma das espécies mais importantes
no mundo, devido aos altos teores de proteinas (40%) e de 6leo (20%) presentes no
grao. Gragas aos programas de melhoramento desenvolvidos no Brasil pelas
instituicdes publicas estaduais e federais, e empresas privadas visando a selecéo de
genotipos para baixas latitudes com periodo juvenil longo (PJL), hoje é possivel o
cultivo dessa leguminosa no cerrado brasileiro.

Ultimamente, o Brasil tem ocupado a segunda posi¢ao na produgao
mundial de soja, atingindo a marca de 68,7 milhdes de toneladas com area cultivada
de 23,5 milhdes de hectares, e produtividade de 2.873 kg/ha, abaixo apenas dos
EUA (CONAB, 2010), sendo uma das principais culturas para exportagéo.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante e da engenharia
genética, caracteristicas até entdo impossiveis de serem introduzidas pelo método
de cruzamentos no melhoramento genético podem ser viabilizadas pela técnica de
transformacao e pela cultura de tecidos.

Das espécies transgénicas mais comercializadas mundialmente,
destacam-se a soja com tolerancia a herbicida, o milho com resisténcia a insetos, o
algod&o com tolerancia a herbicida e resisténcia a insetos e a canola com o gene
GFP; quando, em 2010, a soja transgénica ocupou 81% de uma area de 90 milhdes
de hectares (JAMES, 2010).

No Brasil, na safra 2009/2010, de 21,4 milhdes de hectares
semeados com transgénicos de soja, milho e algodao, 16,2 milhdes de hectares
foram com soja contendo resisténcia ao herbicida glifosato (Soja RR1) (JAMES,
2010), fato este determinante para impulsionar o melhoramento genético auxiliado
pela transformacao.

Destacam-se como principais métodos de transformagdo a
biobalistica e a transformagao por Agrobacterium. A biobalistica consiste em um
processo fisico e o via Agrobacterium tumefasciens em um processo bioldgico,
mediado por vetor. Apesar de ambos os métodos apresentarem vantagens, uma das
maiores desvantagens da biobalistica é a insercdo de maior numero de copias do
gene, enquanto por Agrobacterium, por ser um processo natural, ocorre a insercéo

de uma ou poucas coépias do transgene.
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A eficiéncia do método de transformacgao depende de um eficiente
protocolo de regeneracéo de plantas. A regeneragcéo pode ser por organogénese ou
embriogénese e ambas podem ocorrer direta ou indiretamente. Na regeneragao
direta, uma planta completa (via embriogénese) ou partes da planta (via
organogénese) regeneram-se diretamente a partir do tecido do explante. Na
regeneragao indireta, o explante passa pela fase intermediaria de crescimento de
calos, para, em seguida, ocorrer a via de regeneragdo organogénica ou
embriogénica.

Enquanto a regeneragdo embriogénica €& tida como gendtipo-
especifica, a regeneragao organogénica nao apresenta dependéncia do gendtipo,
embora as respostas variem dentro dos genotipos. A regeneragdo embriogénica,
por demandar um maior periodo in vitro, também pode induzir maior variabilidade
quando comparada a organogénica, quando, no processo de transformagao, a
indugao de variabilidade in vitro devera ser a menor possivel.

As vias de regeneragao de plantas sdo dependentes de varios
fatores como espécie, idade fisiolégica do explante, tipo de explante,
fitorreguladores, balango nutricional organico e inorgéanico, fonte de carbono e
condi¢cbes ambientais.

Dos trabalhos mais expressivos com transformagdo de soja
apresentados na literatura, a regeneragao organogénica tem sido a mais estudada.
Os eixos embrionarios de sementes maduras, por apresentar maior eficiéncia de
transformacao via Agrobacterium, tém-se destacado como alternativa de tecidos-
alvo e poderao ser mais explorados, até pela facilidade na obtencao de explantes
em qualquer época do ano.

Dada a inexisténcia de um sistema de transformacdo altamente
eficiente e reprodutivel, aliada a necessidade de elevar a eficiéncia de obtencao de
plantas transgénicas, este trabalho teve por objetivos a selecdo de gendtipos de
soja mais responsivos para regeneragao organogénica e a otimizagao de protocolos
para transformagéo genética, com avaliagdo da expressao do gene reporter GUS,
em plantas regeneradas sob transformacao via Agrobacterium, a partir de eixos

embrionarios de sementes maduras.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM E EVOLUCAO

A soja é uma planta perene pertencente ao reino Plantae, divisao
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae
(Leguminosae), subfamilia Faboideae (Papilionoideae), género Glycine, espécie
Glycine max e forma cultivada Glycine max (L.) Merrill. Existem varias espécies do
género Glycine originarias da Africa, da Asia e da Australia. A sua origem foi descrita
na China, aproximadamente em 2.838 A.C., pelo Imperador Sheng-Nung. Sua forma
cultivada teve inicio por volta de 200-300 anos antes da era crista, e dai foi
disseminada para a Coréia e, posteriormente, para o Japao. A soja foi domesticada
em latitudes compreendidas entre 30° e 45°N e, em 1740, foi introduzida na Europa
(Frangca). Em 1804, seu cultivo, na Pensilvania, € citado pela primeira vez nos
Estados Unidos, quando nesse pais, até 1941, a soja foi utilizada principalmente
como alimentacdo animal (PROBST; JUDD, 1973).

No Brasil, a primeira referéncia data de 1882, na Bahia, onde
introducdes americanas nao tiveram boa adaptagao na latitude em torno dos 12° de
Latitude Sul. Novas introducdes foram realizadas em 1891, em Campinas, Sao
Paulo, com Latitude Sul em torno de 22° 54’, onde propiciou melhor desenvolvimento
do que na Bahia, seguida de introdug¢des realizadas no Rio Grande do Sul, que por
apresentar latitudes de 30° a 22° LS, a soja apresentou melhor adaptagao, devido a
semelhanga com as regides tradicionais de cultivo no mundo (SANTOS, 1988).

Por muitos anos, a soja foi cultivada somente em carater
experimental por algumas instituicdes de pesquisa. Por volta de 1935, teve inicio o
cultivo para produgdo comercial de graos e ja na década de 1960, face a crescente
demanda por matéria-prima protéica nos paises desenvolvidos, houve aumento da
producao e a soja comegou a se destacar, adquirindo grande importancia no Brasil.
O aumento da produgdo ocorreu juntamente com expansédo da area de cultivo, a
qual foi se ampliando desde a Regiao Sul até o Cerrado, entre 20° a 5° de Latitudes
Sul, levando o Brasil a uma posicao de destaque no cenario mundial (SEDIYAMA,
2009).
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Em 2010, o Brasil ocupou o segundo lugar como produtor mundial
dessa leguminosa, atingindo a producédo de 68,7 milhdes de toneladas com area
culltivada de 23,5 milhdes de hectares e produtividade de 2.873 kg/ha, abaixo
apenas dos EUA. Desde 2003, o Brasil vem se destacando como o maior exportador
mundial e, na safra 2009/2010, a Regidao Centro-Oeste destacou-se como a maior
produtora de soja, seguida da Regido Sul (CONAB, 2010).

2.2 MELHORAMENTO GENETICO DA SOJA

A grande expansdo da soja hoje no Brasil deve-se principalmente
aos programas de melhoramento genético desenvolvidos pelas instituicées publicas
estaduais e federais, e empresas privadas, as quais desenvolveram novas cultivares
com caracteristicas agrondmicas superiores, para adaptacdo aos mais diversos
ambientes, maior produtividade, resisténcia a pragas e doengas, entre outras
(ZANCOPE; NASSER, 2005) o que permitiu a sua expans&o para a Regido Centro-
Oeste do Pais.

Segundo Paludzyszyn Filho, Kiihl e Almeida (1993), os programas
desenvolvidos na regido tradicional de cultivo, como a Regidao Sul, basearam-se em
introdugbes de linhagens desenvolvidas no Sul dos EUA. Posteriormente, foram
desenvolvidas cultivares com melhor adaptagédo as condigbes locais. Os programas
de melhoramento voltados para a regidao do cerrado foram direcionados para o
desenvolvimento de linhagens adaptadas as baixas latitudes, por meio da

incorporagao de alelos que conferissem a caracteristica periodo juvenil longo (PJL).

2.3 TRANSGENICOS NO MUNDO E NO BRASIL

Além do melhoramento genético convencional, cultivares com novas
caracteristicas também podem ser viabilizadas por mutacbes naturais e, mais
recentemente, por engenharia genética. Com o advento das técnicas
biotecnologicas, a engenharia genética, juntamente com a cultura de tecidos,
destacou-se como ferramenta alternativa para a criagdo de cultivares transgénicas
(BRASILEIRO; DUSI, 1999). Caracteristicas impossiveis de ser introduzidas pelos
métodos convencionais, como maior qualidade nutricional, resisténcia a herbicidas e

pesticidas, aumento de tolerancia ao estresse ambiental etc, vém sendo introduzidas
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em diversas espécies pelo processo de transformacao (CHAN; LEE; CHANG, 1992;
CHRISTOU, 1997; EFFENDI; KANNO; KAMEYA, 2000; KE; KHAN; JOHNSON,
2001).

A primeira cultivar transgénica a atingir o mercado consumidor foi o
tomate “Flav Savr’, em 1995, que continha o gene que codifica a proteina
poligalacturonidase, que causa a quebra da celulose. Esse foi inativado pela técnica
de RNA anti-senso, retardando o amadurecimento do fruto (KRAMER;
REDENBAUGH, 1994).

Dentre as  espécies geneticamente  modificadas  mais
comercializadas em nivel mundial, destacam-se a soja com tolerancia a herbicida, o
milho com resisténcia a insetos, o algoddo com tolerancia a herbicida e resisténcia a
insetos, e a canola com o gene GFP. A area ocupada com soja transgénica, desde o
inicio de sua comercializagao, a partir de 1996, tem aumentado significativamente
segundo dados do International Service for the Acquisition of Agribiotech
Applications (ISAAA) (JAMES, 2010).

No Brasil, desde a publicagédo da lei (Lei N° 11.105) que liberou o
cultivo e a comercializagdo da soja RR, em margo de 2005, a adogao dessa nova
tecnologia tem sido crescente.

O processo de transformacdo, para ser eficiente, depende
basicamente da introducdo do DNA exdgeno em células totipotentes no genoma
(SANTAREM, 2000) e da regeneracéo e do crescimento de plantas que expressem
o gene inserido (WALDEN; WINGENDER, 1995). Para que a tecnologia seja
integrada aos sistemas produtivos, a mesma n&o deve apresentar riscos a saude e
ao meio ambiente. Sendo assim, € necessario incluir na tecnologia transgénica,

etapas para realizagado das avaliagdes de riscos (FONTES; MELO, 1999).

2.4 CULTURAS DE TECIDOS E VIAS DE REGENERACAO

As técnicas de cultura de tecidos devem ser consideradas de suma
importancia no processo de transformacao. Elas apresentam como principio basico,
a totipoténcia celular, onde cada célula € autbnoma e contém todas as informacgdes
genéticas necessarias para regeneragado de uma planta completa, sendo confirmada
pela regeneragdo embriogénica, a qual tem sido o melhor exemplo de totipoténcia
celular (THORPE, 2000).
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A regeneracdo pode ocorrer por duas vias, a embriogénica e a
organogénica, e por duas formas, a direta e a indireta. Na direta, a regeneracao
ocorre diretamente nos tecidos, sem a formacao de calos. Na indireta, inicialmente
ocorre a inducdo de calo e, posteriormente, a regeneragcdo de 6rgao ou planta
(TISSERAT; ESAN; MURASHIGE, 1979). Na regeneracao indireta, uma das grandes
limitagbes € a ocorréncia de instabilidade genética, também chamada de variagao
somaclonal, devido a passagem pela fase de calos. Em virtude disso, a regeneragéo
direta tem sido a mais utilizada para transformagdo por apresentar maior
estabilidade genética (MANICKAVASAGAM et al., 2004).

Os fatores inerentes a cultura de tecidos, como a fonte e a
concentragdo de reguladores de crescimento (auxinas e citocininas), a composi¢céo
nutricional do meio de cultura (nitrogénio organico x inorganico) (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998), a fonte e a concentragdo de carboidratos, as
condi¢cbes ambientais e o potencial osmotico, tém sido ajustados para a indugao de
embriogénese e, também, manipulados para otimizar a regeneragdo por
organogénese, mas de ,modo diferente (JOY; THORPE, 1999). Na regeneracéo
embriogénica, cuja estrutura é bipolar, geralmente é requerida alta concentragéo de
auxina como o 2,4-diclorofenoxiacético acido (2,4-D) (KORBES; DROSTE, 2005),
enquanto na regeneragdo organogénica, que apresenta estrutura unipolar, é
requerida alta concentracao de citocinina e baixa de auxina ou alta de citocinina para
inducdo da parte aérea, enquanto para a inducao de raiz, é requerida de moderada
a alta concentracao de auxina (TAIZ; ZEIGER, 1991).

2.5 VIAS DE REGENERAGAO EM SOJA

Quanto ao processo de regeneragdo in vitro, a soja apresenta
regeneragao in vitro via organogénese ou embriogénese, embora ambas possuam
especificidades genotipicas para respostas morfogenéticas (SANTAREM;
FERREIRA, 1997). Tanto a embriogénese quanto a organogése podem ocorrer de
maneira direta ou indireta. Enquanto a regeneragao embriogénica direta € tida como
genotipo-especifica, a organogénica ndo é dependente do gendétipo, embora haja
variacdo entre os genotipos (NEDEV et al., 2007; REICHERT; YOUN; WOODS,
2003; TEIXEIRA et al., 2011).



23

Estudos indicam que a embriogénese primaria apresenta origem
multicelular, enquanto a embriogénese secundaria se origina a partir de uma unica
célula na superficie dos embrides primarios. Esta via de regeneragdo tem sido
utilizada para transformacgéo, pois além da vantagem de ter uma rapida proliferagcao
em meio de cultura, também apresenta baixa frequéncia de producédo de plantas
quiméricas (FINER, 1988).

A embriogénese somatica em soja foi descrita primeiramente por
Christianson, Warnick e Carlson (1983) e, segundo Droste et al. (2001), cultura
embriogénica tem sido um dos métodos mais eficientes para a regeneracédo de
plantas e considerado o mais apropriado para a transformagcdo (SAMOYLOV,
TUCKER; PARROT, 1998). A embriogénese direta tem sido obtida a partir de cultura
em suspensao de cotilédones imaturos (PARROTT et al., 1989) e de embrides
zigoticos de cotilédones imaturos (TOMLIN et al., 2002).

A via de regeneragcdo organogénica direta vem sendo estudada
desde a década de 1980 e, em soja, tem sido verificada a partir de diferentes tecidos
como nd de folha primaria (KIM; LAMOTTE; HACK, 1990), né cotiledonar
(DONALDSON; SIMMONDS, 2000), segmentos de hipocétilo (REICHERT; YOUN;
WOODS, 2003), epicotilo (SHETTY; ASANO; OOSAWA, 1992), eixo embrionario
jovem (McCABE et al.,1988), eixo embrionario de sementes maduras (ARAGAO et
al., 2000; LIU; YANG; WEI, 2004), embrido de cotilédone imaturo (BARWALE;
KEANS; WIDHOLM,1986), cotilédone maduro (KIM et al., 2004) e outros. Dentre os
explantes, né cotiledonar (MA; WU, 2008) e eixo embrionario (LIU; YANG; WEI,
2004; DANG; WEI, 2007) tém-se destacado por apresentarem as maiores
frequéncias de regeneracao.

A regeneragdo embriogénica tem a desvantagem de demandar
maior periodo in vitro, podendo induzir maior variabilidade (KOMATSUDA; LEE;
OKA, 1992; GESTEIRA, 2002) quando comparada a organogénica (DAN;
REIGHCERI, 1998), tornando-se indesejavel no processo de transformacéo.

Um dos fatores limitantes a transformacéo tem sido a resposta da
soja ao cultivo in vitro, sendo que a via de regeneragdo organogénica tem sido
ultimamente a mais utilizada para recuperar plantas transgénicas de soja
(DONALDSON; SIMMONDS, 2000; OLHOFT et al., 2003; PAZ et al., 2006).
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2.6 TRANSFORMACAO GENETICA

A produgédo de plantas transgénicas pode ser viabilizada por meio de
varios métodos de transformagdo genética que incluem o mediado por
polietilenoglicol (PEG), lipossomos, microinjecao, eletroporagcdo (BRASILEIRO;
DUSI, 1999), bombardeamento de particulas ou biobalistica (FISK; DANDEKAR,
1993), por vetores virais e/ou bacterianos (agroinfeccdo) e o mediado por
Agrobacterium (HINCHEE et al.,, 1988), infiltracdo a vacuo mediada por
Agrobacterium (BECHTOLD: ELLIS; PELLETIER, 1993) e transformacao via ultra-
som - Transformagcdo mediada por Agrobacterium assistida por Sonicagao - SAAT
(SANTAREM; FERREIRA, 1997; SHRESTHA et al., 2007; PATHAK; YOUSIF, 2008;
TRICK; FINER, 1997;) e outros. Sdo tidos como mais comuns a biobalistica, também
considerado um método direto, e o sistema Agrobacterium, considerado um método
indireto (BRASILEIRO; DUSI, 1999; TROJANOWSKA, 2002).

2.6.1 Transformacgéao por Biobalistica ou Direta

A biobalistica € uma técnica que consiste na introducdo de DNA
utilizando-se geralmente plasmidios, os quais sado aderidos a particulas de metais
como ouro ou tungsténio (microcarreadoras). Esse complexo DNA-particulas é
acelerado em direcao as células-alvo utilizando aparatos e propelentes baseados
em diversos mecanismos de aceleragdo. O emprego de aceleradores que utilizam
baixa pressdo de gas hélio, como o denominado “Particle Inflow Gun”, tem sido

utilizado com sucesso segundo Droste, Pasquali e Bodanese-Zanettini, 2002.

2.6.2 Transformacao via Agrobacterium ou Indireta

O desenvolvimento de um método efetivo de transformacéo via
Agrobacterium é dependente do gendtipo, do vigor e da posicao do explante no
meio, das condi¢des de cultura e do vetor utilizado para a transformacao (ZHANG et
al., 2000), aliada a um eficiente protocolo de regeneragdo in vitro, sendo a
regeneragao direta mais desejavel para transformacgéo, por minimizar a indugéo de
variabilidade (GESTEIRA, 2002).
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O método de transformacgao indireta é intermediado por vetores do
género Agrobacterium, A. tumesfasciens e A. rizhogenes, também conhecidos como
patdgenos, por serem capazes de infectar plantas naturalmente, causando a doenga
conhecida como galha da coroa e a sindrome de raiz em cabeleira (SRIVASTAVA et
al.,, 2009). Agrobacterium é uma bactéria do solo, tipo bacilo aerébico, gram
negativo, pertencente a familia Rhizobiaceae que compreende outros géneros, como
as fixadoras de nitrogénio.

Esse método apresenta alta probabilidade de integragdo de uma ou
poucas copias do transgene (WALDEN; WINGENDER, 1995). Porém, muitas
monocotiledéneas e certos tecidos de dicotiledéneas agronomicamente importantes
nao sao suscetiveis a esse método (DANILOVA, 2007), ou s&o recalcitrantes para
regeneragao in vitro.

Essa bactéria possui um plasmidio denominado Ti, e um fragmento
de DNA desse plasmidio, contendo genes que codificam enzimas envolvidas na
sintese de opinas e de fitohorménios (NAM; MATTHYSSE; GELVIN, 1997;
TINLAND, 1996), é transferido e integrado no genoma das células de plantas
infectadas (LEE et al., 1995), causando a formagdo do tumor. As bactérias em
contato com as células da planta lesada sintetizam substancias denominadas
opinas, as quais estdo especificamente relacionadas com a estirpe bacteriana.
Desse modo, as opinas estdo agrupadas em quatro familias: octopinas, nopalina,
manopina e agrocinopina (WEISING; KAHL, 1996).

No processo da interagdao Agrobacterium com a célula danificada,
ocorre a transferéncia de uma regiao especifica do plasmidio chamada T ou T-DNA
(“Transfered DNA”) delimitada por 25 pb repetidos nas suas extremidades (VAN
SLUYS, 1999), sendo a borda direita dessa regido essencial para que ocorra a
transferéncia (WANG et al., 1984).

A regido de viruléncia (vir) do plasmidio, quando ativada pelos
compostos fendlicos liberados pelas células da planta, inicia o processo de
transferéncia do T-DNA. Essa regido compreende um conjunto de operons
corregulados pelas mesmas proteinas, onde as unidades denominadas VirA, virB,
virC, virD, virE e virG encontram-se localizadas ao lado da borda esquerda do T-
DNA. Desses, os locos virA, virB, virG e virD sdo essenciais para a formagao do
tumor, enquanto os demais somente afetam a eficiéncia da transferéncia (VAN
SLUYS, 1999).
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Basicamente, a técnica de transformacdo consiste em utilizar uma
Agrobacterium contendo um plasmidio que foi modificado artificialmente, pela
retirada dos oncogenes e insergdo de um gene de interesse, e coloca-la em contato
com o tecido da planta (HENSEL et al., 2009). Desse modo, as bactérias que
infectam o tecido vegetal iniciam o processo de transferéncia e a transformagao do
genoma da planta (BRASILEIRO; CANCADO, 2000).

2.7 TRANSFORMAGAO GENETICA EM SOJA

Dentre os principais métodos de transformacdo em soja, destacam-
se a biobalistica em tecidos embriogénicos (DROSTE; PASQUALI; BODANESE-
ZANETTINI, 2002), em eixo embrionario (ARAGAO; BRASILEIRO, 2002) e o
mediado por Agrobacterium tumefaciens em células de né-cotiledonares (OLHOFT;
SOMERS, 2001) e eixo embrionario (LIU; YANG; WEI, 2004; DANG; WEI, 2007).

A transformacdo em soja tem sido um grande desafio, devido a
variabilidade genética das cultivares, as diferentes respostas obtidas na cultura in
vitro e aos procedimentos de transformagcao (MEURER; DINKINS; COLLINS, 1998;
DROSTE; PASQUALI; BODANESE-ZANETTINI, 2002). At¢ o momento, o0s
processos utilizados mostraram baixa eficiéncia de transformag&o, com protocolos
normalmente néo reprodutiveis (SOMERS; SAMAC; OLHOFT, 2003), dificultando a

sua utilizagdo como rotina.

2.7.1 Transformacgao Direta em Soja

O emprego da biobalistica iniciou utilizando-se como tecido alvo
culturas meristematicas de eixo de embrido (CHRISTOU; McCABE, 1992) ou
embrido somatico (STEWART et al.,, 1996), porém resultando em plantas
transgénicas quiméricas. A seguir, 0o emprego de culturas em suspensao
embriogénicas originadas a partir de cotilédones imaturos e mantidas por subcultivo
em meio liquido foi, por muito tempo, utilizado para transferéncia de genes via
biobalistica (SIMMONDS; DONALDSON, 2000). No entanto, esse sistema tem se
mostrado dependente do gendtipo, com baixa eficiéncia de transformagao e, além
da obtencao de plantas quiméricas, tem apresentado complexidade no padrdo de
introdugao do DNA (HADI; MCMULLEN; FINER, 1996; TRICK; FINER, 1998).
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Outro método preconizado utilizando culturas embriogénicas em
meio semi-solido, a partir de cotilédones imaturos, mostrou-se mais promissor e
eficiente em relagdo as culturas embriogénicas em suspensao, por ser mais rapido e
menos trabalhoso (SANTAREM; FINER, 1999). Esse procedimento facilitou viabilizar
condicbes especificas de transformacdo para cada cultivar, em face a continua
dependéncia genotipica dos protocolos de transformacao (DROSTE; PASQUALL;
BODANESE-ZANETTINI, 2002). Outro protocolo que permitiu elevar a frequéncia de
plantas transgénicas foi descrito por Aragéo et al. (2000), utilizando eixo embrionario
de sementes maduras.

Na transformacao por biobalistica, ja ocorreram eventos de insergao
com até 100 copias de um transgene (REDDY; DINKINS; COLLINS, 2003). A
interagdo entre multiplas copias também pode acarretar o silenciamento génico e
dificultar o desenvolvimento de cultivares comerciais geneticamente estaveis. No
entanto, esse procedimento pode ser mais rapido e simples, com a vantagem de
transformacdo em tecidos totipotentes como podlen, embrides, meristemas, culturas
de <células e de organelas, sem a necessidade de compatibilidade

bactéria/hospedeiro exigida pelo sistema Agrobacterium.

2.7.2 Transformacgao via Agrobacterium em Soja

O primeiro relato sobre obtencao de plantas transgénicas de soja via
Agrobacterium, foi para a cultivar Peking, em tecidos de né-cotiledonar de sementes
germinadas (HINCHEE et al.,, 1988). No entanto, trabalhos desenvolvidos
posteriormente com no-cotiledonar e com variagbes do agente seletivo em meio
sélido, possibilitaram a obtencao de plantas transgénicas, porém, com regeneragao
de muitos escapes (ZHANG et al., 1999; CLEMENTE et al.,, 2000; OLHOFT;
SOMERS, 2001; KO et al., 2003).

A producédo de plantas transgénicas de soja via Agrobacterium tem
encontrado em culturas embriogénicas algumas limitacbes devido a maior
dependéncia da cultivar utilizada, quanto a infeccdo e a regeneragao dos tecidos,
aliada a baixa frequéncia de transferéncia do T-DNA da bactéria para a planta
MEURER; DINKINS; COLLINS, 1998; DONALDSON; SIMMONDS, 2000; PAZ et al.,
2004). Isso faz com que a regeneragcdo organogénica direta, a partir de né-

cotiledonar e eixo embrionario, seja mais explorada para transformagao em relagcao
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as culturas embriogénicas (LIU; YANG; WEI, 2004; DANG; WEI, 2007, OLHOFT et
al., 2002)

No entanto, a existéncia de variabilidade genética nos gendtipos
quanto a suscetibilidade a Agrobacterium, mostrando a dependéncia da cultivar
utilizada, aliada a baixa frequéncia de transferéncias do T-DNA da bactéria, para os
tecidos da planta e a regeneracdo em cultura de tecidos (MEURER; DINKINS;
COLLINS, 1998; DONALDSON; SIMMONDS, 2000), tem permitido a regeneragao
de plantas transgénicas férteis, ainda que em baixa frequéncia.

Meurer, Dinkins e Collins (1998), testando diferentes estirpes de
Agrobacterium tumefasciens em explantes de soja, observaram maior viruléncia para
a estirpe KYRT1 em relacdo as estirpes EHA105, GV3850 e LBA4404. Ko et al.,
(2003) avaliando o efeito da incubacéo de cotilédones imaturos da cultivar Jack, em
suspensao das estirpes KYRT1, GV3101 e EHA105 de Agrobacterium, contendo o
vetor binario pCAMBIA1305.1, observaram maior frequéncia embriogénica quando
os cotilédones foram orientados com a posicdo abaxial voltada para cima, apds
incubacdo na suspensdo com KYRT1. No entanto, existem controvérsias com
relacdo a viruléncia das estirpes de Agrobacterium. Segundo Torrinsky et al. (1997),
o aumento da eficiéncia de transformacado poderia ser alcangado pelo uso de
estirpes hipervirulentas de Agrobacterium, enquanto outros autores tém sugerido
que linhagens bacterianas menos eficientes em transferir o T-DNA podem ser mais
eficientes em introduzir inser¢cées de cdpias unicas no genoma (GELVIN, 2003; KO;
NELSON; KORBES, 2004).

O sucesso na selecao de tecidos transformados depende da adogao
de um bom marcador de selecdo, o qual tem sido determinante para a recuperagao
in vitro de células (plantas) transgénicas, em detrimento as células nao
transformadas (ARAGAQ; BRASILEIRO, 2002). O gene utilizado como marcador no
processo de transformacao vai possibilitar que agentes seletivos especificos sejam
utilizados para selecionar as células transformadas, ou seja, conferindo a elas uma
vantagem seletiva, permitindo que cresgam mais rapido e melhor, eliminando, desse
modo, as células ndo transformadas (ARAGAO; BRASILEIRO, 2002).

De um modo geral, os agentes seletivos devem ser utilizados na
fase inicial da transformagdo, para selecionar precocemente as células
transformadas (SAWAHEL, 1994), podendo ou ndo se estender até a fase de

enraizamento. Os genes marcadores de selegao, pelo seu modo de agao, sao
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classificados em trés categorias, destacando-se em cada categoria de resisténcia a
herbicidas (bar, ahas), a antibiéticos (hpt) e genes marcadores de seleg¢ao positiva
(manA).

O gene bar clonado de Streptomyces hygroscopicus (MURAKAMI et
al., 1986), o qual codifica para a enzima fosfinotricina-N-acetiltransferase (PAT), tem
por fungao inativar, por acetilagdo do grupo NH2 livre, usando acetil coenzima A
como cofator, o herbicida conhecido como glufosinato de amdnia também chamado
fosfinotricina (PPT) (THOMPSON et al., 1987), prevenindo a sua ligacdo com a
enzima glutamina sintetase (GS), ou seja, atua como inibidor competitivo da enzima
glutamina sintetase (GS), a qual se encontra envolvida na assimilagado de amoénia e
possui uma funcdo importante na regulagdo do metabolismo do nitrogénio
(DeBLOCK et al., 1987).

Além do gene marcador de selegao, outros genes conhecidos como
genes reporteres também devem estar presentes no transgene, a fim de
acompanhar a expressdo do gene inserido mais rapidamente, pois codificam para
uma proteina, geralmente de atividade enzimatica, cujo produto €& facilmente
detectavel. No caso, o gene uidA isolado de Escherichia coli €, atualmente, o mais
utilizado (JEFFERSON et al., 1987). Esse gene codifica para a B-glucuronidase
(GUS), uma hidrolase que catalisa a clivagem de uma grande variedade de (-
glucuronidios disponiveis comercialmente como substratos. A presenga ou a
auséncia de GUS pode ser detectada, por meio de avaliagdo histoquimica,
adicionando-se um substrato cromogénico como o X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol
glucuronidio, onde, na presenga da enzima, forma um precipitado insoluvel de cor
azul, resultante da dimerizagdo do produto da hidrolise do X-Gluc (BRASILEIRO;
DUSI, 1999).

No processo de transformacgdo, os compostos fendlicos sdo muito
importantes na fase de infecgdo dos tecidos por Agrobacterium. Hoje, sabe-se que
as células com ferimentos, mas metabolicamente ativas, excretam compostos
fendlicos de baixo peso molecular e, no momento da infeccdo, as bactérias sao
atraidas por esses compostos. Apos a conecg¢ao inicial da bactéria com o tecido da
planta, essas moléculas induzem os genes de viruléncia da regido vir do plasmidio
Ti a ativar a transferéncia do T-DNA da A. tumefaciens para dentro do tecido da
planta (TZFIRA; CITOVSKY, 2006). Essas moléculas foram identificadas como
acetosiringona (AS) ou a-hidroxi-acetosiringona (OH-AS) (STACHEL et al., 1985),
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chalconas e derivados do acido cinamico (STACHEL, 1986) e sao responsaveis pela
iniciacdo da transferéncia do T-DNA (ZAMBRYSKI; TEMPE; SCHELL, 1989).

A inexisténcia de procedimentos de regeneracdo eficientes que
iniciem uma rapida proliferagdo de origem unicelular no tecido e o uso de técnicas
que causem injurias maiores no tecido alvo tém sido obstaculos para a
transformacdo estavel de soja por Agrobacterium (SANTAREM et al., 1998). No
entanto, varias tentativas para otimizar a transformacédo vém sendo adotadas por
meio do emprego de produtos ou processos fisicos (TRICK; FINNER, 1997; YAN et
al., 2000).

A inducdo de microferimentos ou ferimentos no tecido alvo tem
facilitado a agroinfecgéo e, consequentemente, melhorado a eficiéncia da expresséo
transiente na transformacgao de plantas de soja com baixa suscetibilidade a infecgéo
(TRICK; FINER, 1997). Por exemplo, a sonicacdo assistida por transformagao
mediada por Agrobacterium (SAAT) aplicada na fase de incubacao permitiu expor os
explantes a ondas de ultra-som, por curtos periodos de tempo, facilitando o contato
da Agrobacterium com células potencialmente regenerativas, localizadas em
camadas mais profundas nos tecidos, induzindo maior expressao transiente do gene
GUS em tecidos de cotilédones imaturos (SANTAREM et al., 1998) e suspensdes
embriogénicas (TRICK; FINER, 1998), porém resultando em plantas estéreis.
Recentemente, a transformacdo mediada por Agrobacterium assistida por sonicagao
e infiltragcdo a vacuo, sem cultura de tecidos, viabilizou a obtencdo de plantas
transgénicas férteis de feijao a partir de plantulas (LIU et al., 2005).

Ferimento realizado com bisturi, no sentido perpendicular ao
hipocotilo (gema e no-cotiledonar), aliado ao uso de componentes de thiol (L-cisteina
e DTT), na fase de co-cultivo e selecdo com higromicina B, elevou de 0,7 a 16,4% a
eficiéncia de transformacéao da cultivar Bert (OLHOFT et al., 2003). A transformacéao
assistida por ferimentos causados por multi agulhas em ndé cotiledonar elevou a
eficiéncia acima de 12 % para a cultivar chinesa Jungery (XUE; XIE; ZHANG, 2006),
enquanto ferimentos induzidos por multi-agulhas (bioprong) em cotilédones imaturos
nao afetaram a eficiéncia de transformagao, por ndo alterar a competéncia celular ao
longo da margem do explante (KO et al., 2003; KO; KORBAN, 2004).

O emprego de componentes de thiol, isolados ou combinados com
outros agentes, tem influenciado positivamente a resposta da expressao transiente.

A adicao de L-cysteina, de agao anti-oxidante junto ao meio de co-cultivo (OLHOFT
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et al.,, 2001; OLHOFT; SOMERS, 2001) ou a adigao de anti-oxidantes aliada a um
sistema de selegao através da Hygromicina B, apds infeccdo com Agrobacterium,
elevou significativamente a expresséo transiente em células transformadas com T-
DNA e, consequentemente, a produgao de plantas transgénicas férteis a partir de n6
cotiledonar (OLHOFT; SOMERS, 2001; OLHOFT et al., 2003).

O agente surfactante Silwet L-77 € um composto de organosilicone,
capaz de reduzir a tens&o superficial e facilitar a entrada de microorganismos pelas
aberturas naturais ou ferimentos na planta. A inclusdo de agente surfactante, na fase
de incubacéao, e cisteina, na fase de co-cultivo, melhoraram significativamente a
eficiéncia de transformacao, comparando-se ao uso dos dois produtos isoladamente
em explante de no cotiledonar de cultivares chinesas, permitindo a obtengao de 145
plantas transgénicas morfologicamente normais e férteis (LIU; WEI; HUANG, 2008).

Dada a maior expressividade da eficiéncia de transformag¢ao com o
gene marcador de selegao de resisténcia a herbicida, nos protocolos avaliados neste
trabalho, sera utilizado o gene bar como marcador de selegao.

Os resultados de transformacéo via Agrobacterium, alcangados até o
momento, com regeneragdo organogénica, apresentaram frequéncias de
transformacdo consideradas baixas e graus de respostas variados entre os
genotipos, observando-se também a regeneracdo de plantas quiméricas e/ou
estéreis.

Nesse sentido, a selecdo de gendtipos para regeneragao
organogénica, a partir de eixos embrionarios aliados a manipulagdo dos processos
fisicos inerentes as fases de transformacdo como tempo de inducéo, de recuperagao
e de sonicagao, de compostos fendlicos como a acetosiringona e da Agrobacterium
com ODggp de 0,5 e 0,2, poderao otimizar a eficiéncia de expressao do gene GUS e,
consequentemente, a eficiéncia de transformacao, recuperando maior niumero de

plantas transgénicas.
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3 ARTIGO A: SELECAO DE CULTIVARES DE SOJA PARA POTENCIAL
ORGANOGENICO E AVALIACAO DE PLANTAS REGENERADAS SOB
TRANSFORMACAO VIA AGROBACTERIUM.

Resumo

Atualmente, a transformacdo genética tem sido uma ferramenta utilizada para
transpor barreiras entre as espécies, possibilitando a obtencdo de plantas
transgénicas. O sucesso da técnica de transformacao é altamente dependente de
um bom protocolo de regeneracgdo in vitro e a via de regeneragdo organogénica
direta tem sido a mais utilizada. Este trabalho teve por objetivo a selegcao de
genotipos de soja para regeneragdo organogénica e avaliagdo do tempo de indugéo
no meio de regeneragao de brotagcbes e do tempo de recuperagao de plantas sob
transformacdo via Agrobacterium, a partir de eixos embrionarios de sementes
maduras da cultivar Conquista. Foram implantados dois experimentos. No primeiro,
foi avaliada a regeneragdo organogénica das cultivares Conquista, Valiosa RR,
Perdiz, V.Max, Pintado, Tucunaré, Poténcia, BRS-232 e Tabarana. Utilizou-se o
delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeticdes e parcelas com dez eixos
embrionarios. Aos 70 dias do inicio da cultura, foram avaliados a frequéncia de
regeneragao, o numero meédio de brotos por eixo embrionario e a frequéncia de
multibrotagdo (eixos com numero de brotos maior ou igual a quatro). No segundo
experimento, os eixos embrionarios da cultivar Conquista foram cultivados no meio
de inducdo de brotagdes composto pelos sais do meio MS, vitaminas do meio B5,
sacarose (30 g.L™"), BAP (3,5 mg.L"), gelrite (2,2 g.L"), pH 5,8 e neste foram
mantidos durante 1 e 2 dias e na fase de recuperagao foram mantidos durante 10,
15 e 20 dias. Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso, no esquema fatorial de
2 x 3, quatro repeticdes e parcelas com doze eixos embrionarios. Aos 70 dias do
inicio da cultura foram avaliados a regeneragdo de plantulas e a eficiéncia da
expressao do gene GUS. No experimento 1, as cultivares apresentam potencial para
regeneragao organogénica. O maior potencial para numero de brotos é observado
nas cultivares Valiosa RR e Conquista e, para frequéncia de multibrotacido na
cultivar Valiosa RR. No Experimento 2, o cultivo de eixos embrionarios da cultivar
Conquista por dois dias no meio de indugdo e 20 dias no meio de recuperacao
estimulam maior regeneracéo de plantulas e maior expressao do gene GUS.

Palavras-chave: Glycine max. Cultura in vitro. GUS Gene. Glufosinato de amdnia.

Abstract

Currently, genetic transformation has been a tool to overcome barriers between
species and it made possible to produce transgenic plants. The success of the
transformation technique is highly dependent on a good protocol for in vitro
regeneration, and regeneration via direct organogenic has been the most useful tool.
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This work aimed to select soybean genotypes for organogenic regeneration and to
evaluate the induction time in the middle of shooting regeneration and recovery time
for plants in Agrobacterium transformation from embryonic axes of mature seeds of
the Conquista cultivar. Two experiments were carried out. In the first experiment, the
organogenic regeneration was evaluated on the cultivars Conquista, Valiosa RR,
Perdiz, V.Max, Pintado, Tucunaré, Poténcia, BRS-232 and Tabarana. We used a
complet randomized block design with four replications and ten embryonic axes. At
70 days after starting culture, we evaluated the frequency of regeneration, the
average number of shoots per embryonic axis and the frequency of multiple shoots
(axes with number of shoots greater than or equal to four). In the second experiment,
the embryonic axes of Conquista cultivar, were cultured on shoot induction medium
composed of salts of MS medium, vitamins of B5 medium, sucrose (30.0 g.L™"), BAP
(3.5 mg.L"), gelrite (2.2 g.L"), pH 5.8 and this was maintained for 1 to 2 days and the
recovery phase were maintained during 10, 15 and 20 days. We used a randomized
block design in a factorial design, four replicates and twelve embryonic axes. At 70
days after starting culture, we evaluated the organogenic potential, regeneration of
seedlings, and calculated the efficiency of stable GUS gene expression. In the first
experiment, all cultivars showed organogenic potential for regeneration. Valiosa RR
and Conquista cultivars showed higher potential for the average number of shoots.
Valiosa RR cultivar showed a higher frequency of multiple shoots. In experiment 2,
the cultivation of embryonic axes of Conquista cultivar for two days in induction
medium and for 20 days on the recovery medium, resulted in increased regeneration
of shoots and greater efficiency of expression of the GUS gene.

Keywords: Glycine max. In vitro culture. GUS gene. Glufosinate ammonium.

3.1 INTRODUCAO

Com os avangos das técnicas biotecnolégicas como tecnologia do
DNA recombinante, genética molecular e engenharia genética, a introducéo de
genes exogenos em plantas tornou-se uma realidade (PERANI et al., 1986).
Atualmente, a transformagdo genética tem sido uma ferramenta poderosa,
transpondo as barreiras de incompatibilidade entre as espécies e permitindo a
producao de plantas transgénicas que apresentem caracteristicas de interesse como
resisténcia a estresses ambientais, tolerancia a herbicidas, fungos, bactérias, virus e
insetos, redugao no uso de defensivos e aumento da produgcdo (LAKSHMANAN et
al., 2005).

Dos métodos de transformagédo mais utilizados em soja, destaca-se
a biobalistica e o via Agrobacterium. O bombardeamento de particulas ou
biobalistica em tecidos embriogénicos (ARAGAO et al., 2000; DROSTE; PASQUALI;
BODANESE-ZANETTINI, 2002), mas que apresenta um padrdao de insergao
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complexo do transgene no genoma da planta e resultando em maior numero de
copias, enquanto o mediado por Agrobacterium tumefasciens, em tecidos de né-
cotiledonar (OLHOFT et al., 2001; OLHOFT et al., 2003; ZENG et al., 2004), em eixo
embrionario (LIU; YANG; WEI, 2004; DANG; WEI, 2007; LIU; WEI; HUANG, 2008),
hipocotilo (WANG; XU, 2008), e outros, apresenta padrao de integracao definida do
transgene para regides transcripcionalmente ativas dos cromossomas e com
insergao de um ou baixo numero de cépias (BIRCH, 1997).

Além da introdugdo do DNA na célula alvo e da integracédo do DNA
exdgeno no genoma da célula, € necessario que ocorra a regeneragcao de plantas
completas e férteis, o que requer protocolos eficientes para regeneracéo in vitro
(PARROT; CLEMENTE, 2004).

A soja apresenta regeneragdo in vitro via organogénese ou
embriogénese, que podem ocorrer de forma direta ou indireta. Embora ambas
possuam especificidades genotipicas para respostas morfogenéticas (SANTAREM;
FERREIRA, 1997), a embriogénese direta é tida como genotipo-especifica e a
organogénese nao € dependente do gendtipo, mas existe variagdo de resposta entre
0s gendtipos, ou seja, a eficiéncia organogénica esta relacionada aos gendtipos
(REICHERT; YOUN; WOODS, 2003; NEDEYV et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2011).

A embriogénese, por demandar maior periodo in vitro, pode induzir
maior variabilidade (KOMATSUDA; OHYAMA, 1987; GESTEIRA, 2002) quando
comparada a organogénese (DAN; REIGHCERI, 1998), enquanto, no processo de
transformacao, a variabilidade devera ser a menor possivel.

A regeneragdo organogénica é um sistema mais complexo e
depende da manipulacdo e da interacdo dos fatores inerentes a cultura de tecidos,
segundo Joy e Thorpe (1999), como a fonte de explantes, meios de cultura, fatores
ambientais. A organogénese depende dos reguladores de crescimento exdgenos
(auxina e citocinina), resultantes da resposta do explante a necessidade hormonal,
nas diversas fases do cultivo (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998).

Os estudos com regeneragdo organogénica direta iniciaram na
década de 1980 e tém ocorrido a partir de diferentes tecidos como né de folha
primaria (KIM; LAMOTTE; HACK, 1990), no6 cotiledonar (DONALDSON;
SIMMONDS, 2000), segmentos de hipocdtilo (REICHERT; YOUN; WOODS, 2003),
epicotilo (SHETTY; ASANO; OOSAWA, 1992), eixo embrionario jovem (McCABE et
al.,1988), eixo embrionario de sementes maduras (ARAGAO et al., 2000; LIU;
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YANG; WEI, 2004), embrido de cotilédone imaturo (BARWALE; KEANS;
WIDHOLM,1986) e cotilédone maduro (KIM et al., 2004).

Ultimamente, a organogénese vem sendo mais utilizada para
recuperar plantas transgénicas de soja (OPABODE, 2006, SHAN et al., 2005), e
dentre os explantes, né cotiledonar (OLHOFT et al., 2003; PAZ et al., 2006; MA; WU,
2008) e eixo embrionario (LIU; YANG; WEI, 2004; DANG; WEI, 2007) tém-se
destacado por apresentarem as maiores frequéncias de regeneragao.

A manipulagdo dos processos fisicos inerentes as fases de
transformagdo como o tempo no meio de inducdo, de recuperagao, de sonicacgao,
dos compostos fendlicos (acetosiringona), dos componentes de thiol de agcédo anti-
oxidante (L-cysteina) e agentes surfactantes (Silwett L-77), pode otimizar a eficiéncia
de transformacao e tem viabilizado protocolos mais eficientes, recuperando maior
numero de plantas transgénicas (OPABODE, 2006).

Apesar de inumeros trabalhos de transformacgao, via Agrobacterium,
realizados com no-cotiledonar, resultados mais recentes tém mostrado maiores
eficiéncias para eixo embrionario, utilizando como agente seletivo a higromicina
(LIU; YANG; WEI, 2004) e o glufosinato (bar) (DANG; WEI, 2007). Esses resultados
tém revelado os explantes de eixo embrionario como uma alternativa de tecido-alvo,
podendo ser mais explorado pela facilidade na obtencdo de explantes em qualquer
época do ano.

Este trabalho teve por objetivo a selegdo de cultivares de soja
quanto ao potencial organogénico e avaliar a interagado entre o tempo no meio de
indugao de regeneracéo e o tempo de recuperagao de plantas sob transformagéao via
Agrobacterium, a partir de eixos embrionarios de sementes maduras da cultivar

Conquista.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material Vegetal e Preparagéo dos Explantes

Foram implantados dois experimentos. O primeiro para a selegcao de
genotipos de soja, quanto a regeneragao organogénica de eixos embrionarios de

sementes maduras, das cultivares Conquista, Valiosa RR, Perdiz, V.Max, Pintado,
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Tucunaré, Poténcia, BRS-232 e Tabarana, e o segundo para avaliar dois tempos
(um e dois dias) no meio de indugcao de regeneracao e trés tempos (10, 15 e 20
dias) no meio de recuperacdo de plantas regeneradas sob transformagio via
Agrobacterium, da cultivar Conquista. Os experimentos foram conduzidos no
laboratério de Biotecnologia da Tropical, Melhoramento e Genética - TMG, Cambé,
PR. Foram utilizadas como doadoras de explantes sementes maduras das cultivares
de soja procedentes da TMG e Fundagcdo MT, safras 2008/2009 e 2009/2010.
Sementes em 6timas condig¢des fisiologicas foram selecionadas por tamanho (acima
da peneira 5,5) e lavadas com agua corrente e detergente. Em camara asséptica
foram imersas em alcool 70% por 50 segundos, seguida da imersdo em solugéo de
hipoclorito de soédio comercial (NaClO) a 0,5% + Tween 20 (4 gotas/por 100 mL),
durante 20 minutos, e enxaguadas por cinco vezes com agua destilada e
autoclavada. A seguir, as sementes foram imersas em agua estéril por uma noite,
para o0 entumescimento. Em camara asseéptica, sob lupa estereoscopica, as
sementes foram abertas com o auxilio de pingas e bisturis, e os cotilédones e folhas
primarias foram excisados, expondo a regido meristematica dos eixos embrionarios.
Nos experimentos, foram utilizados eixos embrionarios de coloragao amarelo claro

com aspecto translucido e comprimento maior ou igual a 3,5 cm.

3.2.2 Agrobacterium e Plasmidio

3.2.2.1 Transformacao de Agrobacterium tumefasciens

Foram utilizados a cepa desarmada EHA105 de Agrobacterium
tumefasciens e o plasmidio pPCAMBIA3301, contendo o gene bar que codifica para a
enzima PPT e confere resisténcia ao herbicida glufosinato de aménia e o gene uidA
que codifica para a enzima beta-glucuronidase (GUS) (Figura 3.1), como marcador

de selecdo visual, sob o controle do promotor 35SCaMV.
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Figura 3.1 — Representacdo esquematica do T-DNA (5,3 kb) do pCAMBIA3301 contendo
os genes uidA e bar. LB/RB - bordas direita e esquerda do T-DNA,
P35S/T358S - regido promotora e terminadora do CaMV35S, Tnos - terminador
com sintese de nopalina, uidA - regido codificadora do gene uidA.
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A transformacédo de Agrobacterium foi realizada pelo método de
choque térmico, onde a suspensdo de Agrobacterium EHA105, juntamente com o
plasmidio pPCAMBIA3301 clonado em E.coli, foi submetida a condi¢des extremas de
temperatura, permitindo que as membranas celulares se tornassem permeaveis
possibilitando a passagem do vetor para a Agrobacterium (HOLSTERS et al., 1978),
seguindo o protocolo de Brasileiro e Carneiro (1998).

Apos a transformagao da Agrobacterium, a suspenséo foi riscada em
placas de Petri, contendo o meio sélido LB (LURIA BERTANI), composto por triptona
(10 g.L™"), extrato de levedura (5 g.L™"), cloreto de sédio (NaCl) (10 g.L™"), pH 7,5 e
agar (7,0 g.L"), e mantidas & temperatura de 28°C até o crescimento de coldnias
isoladas (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Colbnias isoladas de Agrobacterium
tumefasciens cepa EHA105 transformadas por
choque térmico com o plasmidio pCAMBIA3301.
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3.2.2.2 Confirmacgao da insercao do plasmidio

Para a reacdo de PCR, metade de algumas col6nias, possivelmente
transformadas, foram diluidas em 50 pL de &agua deionizada e 2 pL foram
adicionados ao mix da reacdo, utilizando-se o primer da reagao contendo 21 pb,
correspondentes as sequéncias Forward GGT CGT CAT GAA GAT GCG GAC e
Reverse ACG GTT CAG GCA CAG CAC ATC, do gene GUS. O ciclo de reagao
consistiu de 94°C por trés 3minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por um minuto, anelamento a 51°C por um minuto, extensao a 72°C por um minuto e
um ciclo de extensao final a 72°C por quatro minutos. Em seguida, as amostras
amplificadas do DNA plasmidial foram adicionadas o tampdo TA 1X e foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (1%), corado com brometo de etidio,
durante uma hora, para separar as bandas correspondentes a 520 pb do gene GUS.

Apos a corrida no gel de eletroforese, o produto do PCR foi
transferido para o transluminador e as imagens visualizadas confirmaram a insergéo

do plasmidio nas colbénias avaliadas (Figura 3.3).

Figura 3.3 - Andlise de PCR. Presenca do gene
uidA (GUS) no DNA gendmico de
colbnias transgénicas de
Agrobacterium.
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3.2.2.3 Preparagao da suspensao bacteriana de trabalho

As meias col6nias transformadas foram transferidas para 3 mL de

meio de crescimento liquido de LB (Tabela 3.1), durante 48 horas, ou até atingir a
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fase exponencial e, em seguida, foram riscadas novamente em placas de Petri
contendo meio soélido LB, para o desenvolvimento de novas colbnias a serem
utilizadas nos experimentos de transformacdo. O restante da suspensdo foi
armazenado em glicerol 20% e mantido a temperatura de -80°C, como solugdo
estoque de trabalho. Apds o crescimento das novas colbnias, as placas foram

mantidas a temperatura de 4°C.

3.2.2.4 Preparacgéo da suspenséao de agroinfec¢ao

Uma colbnia mantida a 4°C foi ressuspendida em 3 mL de meio LB
contendo os antibidticos Rifampicina (30 mg.L™") e Kanamicina (50 mg.L") e, apds
24 horas, transferida para o volume final de 50 mL do mesmo meio contendo os
antibiéticos apropriados, por 24 a 48 horas ou até atingir a fase exponencial
Atingida essa fase, a suspenséo foi centrifugada a temperatura de 10°C, com 3.500
rom durante 10 minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi
ressuspendido em meio de agroinfeccéo (MA, Tabela 3.1), segundo Liu et al. (2004).
A suspensao foi quantificada em espectrofotdmetro, ajustando a ODeggo para 0,5 e

adicionando, a seguir, acetosiringona a 200 uM.
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Tabela 3.1 — Meios utilizados para cultura de Agrobacterium, cultura de tecidos e

transformacao.

Meios*

Composigcao

Meio de Agrobacterium (LB?)

Meio de agroinfecgao (MA)

Meio de co-cultivo (MC)

Meio de recuperacdo (MR)

Meio de selecdo 1 (MS1)

Meio de selecdo 2 (MS2)

Meio de selecdo 3 (MS3)

Meio de enraizamento (ME)

Triptona (10 g.L"), extrato de levedura (5 g.L™") e cloreto de
sédio 10 (10 g.L™"), pH7,5, agar, (7,0 g.L™").

Sais do meio MS® e vitaminas do meio B5° (50%), sacarose
(30 g.L™"), BAP (6,0 mg.L™"), pH 5,4, acetosiringona** 200 puM.
Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
glL", BAP (6,0 mglL"), pH 54, gelrite (2,2 g.L™),
acetosiringona 100 ou 200 yM.

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L"), BAP (0,2 mg.L"), IBA (0,2 mg.L™"), pH 5,8, gelrite (2,2
g.L"), cefotaxima*** (300 mg.L™)

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L"), BAP (0,2 mg.L"), IBA (0,2 mg.L"), PPT (0,5 mg.L"
"\(Finale), pH 5,8, gelrite (2,2 g.L™"), cefotaxima (300 mg.L™")
Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L"), BAP (0,2 mg.L"), IBA (0,2 mg.L™"), PPT (1,0 mg.L"
"(Finale), pH 5,8, gelrite (2,2 g.L™"), cefotaxima (300 mg.L™)
Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™"), BAP (0,2 mg.L™"), IBA (0,2 mg.L"), PPT (1,5 mg.L"
"(Finale), pH 5,8, gelrite (2,2 g.L™"), cefotaxima (300 mg.L™)
Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™"), IBA (1,0 mg L™"), GAs****(0,5 mg.L™"), pH 5,8, gelrite (2,2
g.L™), cefotaxima (150 mg.L™")

Luria Bertoni, (1970); °"Murashigue e Skoog (1962); °“Gamborg et al.,(1968).*Os meios foram
autoclavados durante 20 minutos a 120° C e 1atmosfera de pressao. ** Acetosiringona, ***cefotaxima
e ****GA; filtrados em membrana de millipore de 0,22 micra de espessura.
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3.2.3 Pré-Cultivo

Os eixos embrionarios da cultivar Conquista, apdés a fase de
assepsia, foram cultivados em placas de Petri de 90 x 15 mm contendo 25 mL do
meio de indugcdo composto pelos sais do meio MS, vitaminas do meio B5, sacarose
(30 g.L™"), BAP (3,5 mg.L™"), gelrite (2,2 g.L"), pH 5,8 e neste foram mantidos

durante seis dias, no experimento 1, e durante um e dois dias, no experimento 2.
3.2.4 Etapas da Transformacéao

O processo de transformacdo foi dividido em cinco fases:
agroinfecgéo, co-cultivo, recuperacgao, selecdo e regeneracdo de plantas (DANG,;
WEI, 2007), conforme a Figura 3.4.

1. Fase de Agroinfecgdo. Os eixos embrionarios pré-cultivados em meio de indugéo
foram submetidos a agroinfecc¢ao, transferindo-se 15 eixos por microtubo de 2 mL
contendo 1,5 mL do meio de agroinfecgdo (MA, Tabela 3.1) e mantidos nesta

suspensao por um periodo de 20 horas em auséncia de luz.

2. Fase de Co-cultivo. Apés 20 horas, os eixos embrionarios foram retirados da
suspensio e transferidos para papel de filtro esterilizado para absorver o excesso da
suspensao de Agrobacterium. Apdés a absorcdo, os eixos foram transferidos para
placas de Petri com meio sélido MC (Tabela 3.1), contendo 200 pM de
acetosiringona filtrada em membrana de millipore de 0,22 micra e pH ajustado para
5,4 e mantidos a temperatura de 25° + 2°C em auséncia de luz, durante o periodo de

cinco dias.

3. Fase de Recuperagao. Os eixos, apos a fase de co-cultivo, foram enxaguados por
uma vez com o0 meio de co-cultivo liquido, secos em papel de filtro autoclavado e
transferidos para placas de Petri contendo o meio sdélido de recuperacdao (MR,
Tabela 3.1), acrescentando-se, apds a autoclavagem, 300 mg.L" de cefotaxima
fitrada em membrana de millipore de 0,22 micra. No experimento dois, 0s eixos

foram mantidos neste meio durante o periodo de 10, 15 e 20 dias.



Figura3.4—- Fases da transformacdo: 1. Agroinfecgdo, 2. Co-cultivo, 3.
Recuperacao, 4. Selecdo e 5. Regeneracgao.
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4. Fases de Selecao. Apos a fase de recuperacéao, os eixos foram transferidos para
frascos de 180 mL contendo 25 mL do meio de selecdo 1 com 0,5 mg.L"' de
glufosinato de aménia (Finale) (MS1, Tabela 3.1) adicionando, apds a autoclavagem,
300 mg.L™" de cefotaxima filtrada. Nesta fase foram utilizadas duas doses crescentes
de glufosinato de aménia de 0,5 e 1,0 mg.L™, segundo metodologia de Dang e Wei
(2007) e com substituicdo da 32 dose de 1,25 para 1,5 mg.L™", a fim de eliminar os
possiveis escapes. Os eixos, ap6s 20 dias em meio de selegdo 1 (0,5 mg.L™" ), foram
transferidos para o meio de selecdo 2 com 1,0 mg.L'1 de glufosinato de aménia
(MS2, Tabela 3.1) e apdés mais 20 dias transferidos para o meio de selegéo 3, com

1,5 mg.L™" de glufosinato de aménia (MS3, Tabela 3.1).

5. Fase de Regeneracao. No decorrer da fase de selegao, os brotos regenerados e
alongados que nao sofreram o efeito do agente seletivo nas condig¢des in vitro, foram
considerados como possiveis transformantes e com altura maior ou igual a 3 cm,
foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL com 10 mL de meio de enraizamento
(ME, Tabela 3.1) contendo 150 mg.L"' de cefotaxima e 0,5 mg.L"' de GA,
previamente filtrados. Os meios utilizados foram previamente esterilizados a 120°C e
1 atm de presséao e os explantes foram mantidos em temperatura de 25° + 2°C, com
fotoperiodo de 16/8 horas de luz e intensidade luminosa de 40 pmol m?s™,

utilizando-se lampada fluorescente branca fria.
3.2.5 Desenvolvimento de Plantas

As plantas apresentando desenvolvimento de sistema radicular
foram transferidas para copos plasticos de 200 mL, contendo uma mistura de solo e
substrato inerte (1:1), previamente esterilizados, e mantidas em condigdes de
camara umida por trés dias, com redugcédo gradativa da umidade até o sétimo dia.
Nesta fase procedeu-se uma irrigacéo preventiva com solugéo de fungicida (Benomil
a2g.l?).

Apos o 15° dia, em condicdes de fotoperiodo e temperatura
controladas, as plantas foram conduzidas para casa-de-vegetagao e, apés mais 7
dias, transferidas para vasos de 5 kg contendo solo preparado com NPK. Para
controlar o florescimento precoce, o fotoperiodo foi ajustado para 16 horas de luz,

permanecendo até o final do ciclo. Na casa-de-vegetacao, as plantas foram irrigadas
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por gotejamento e o controle preventivo de pragas e doengas foi realizado

semanalmente.

3.2.6 Selecdo de Cultivares de Soja para Regeneragdo Organogénica -—

Experimento 1

Para a selecdo de gendtipos, 0s eixos embrionarios, apos
destacados das sementes, foram cultivados em placas de Petri de 90 x 15 mm
contendo o meio de indugao, previamente autoclavado, composto pelos sais do meio
MS e vitaminas do meio B5, sacarose (30 g.L') e 6-benzilaminopurina (BAP) a 3,5
mg.L™ segundo Liu et al. (2004), modificado pela manutengéo de um para seis dias,
simulando o tempo mantido na presenca de BAP, no processo de transformacio. A
seqguir, foram transferidos para placas de Petri de 90 x 15 mm contendo o meio de
crescimento composto por sais de MS (50%), vitaminas do meio B5 (50%), sacarose
(30 g.L™"), suplementado com BAP a 0,2 mg.L™ e acido indolbutirico a 0,2 mg.L™", pH
ajustado para 5,8 e solidificado com gelrite (2,2 g.L™"). Apos 15 dias, os eixos foram
transferidos para frascos de vidro transparente com capacidade de 180 mL contendo
30 mL do mesmo meio e subcultivados a cada 15 dias. Utilizou-se o delineamento
de blocos ao acaso, avaliando nove gendtipos de soja, com quatro repeticbes e
parcelas com cinco eixos embrionarios. Aos 70 dias do inicio da cultura, foram
avaliados o numero médio de brotos por eixo embrionario e a frequéncia de
multibrotacao (%) de eixos embrionarios com numero de brotos maior ou igual a
quatro.

Os meios de cultura utilizados foram previamente autoclavados por
20 minutos a 120°C e 1 atm de pressado e os experimentos foram conduzidos em
temperatura de 25° + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade

luminosa de 40 pmol m?s™, utilizando-se lampadas fluorescentes brancas frias.

3.2.7 Avaliacdo do Tempo de Inducdo e Tempo de Recuperacdo em Plantas
Regeneradas de Eixos Embrionarios sob Transformagao via Agrobacterium -

Experimento 2

O processo de transformacdo de eixo embrionario de sementes

maduras de soja via Agrobacterium seguiu a metodologia de Liu et al. (2004),
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modificado pela substituicido do agente de selecdo a antibidtico, para o agente de
selecdo a herbicida, segundo a metodologia de Dang e Wei (2007), porém,
substituindo a concentracao de 1,25 para 1,50 mg.L'1 de glufosinato de aménia.
Neste experimento, os eixos, apds o periodo de indugdo de
regeneragao durante um e dois dias, foram submetidos a agroinfec¢ao por 20 horas
(MA, Tabela 3.1), seguida de co-cultivo em auséncia de luz, durante cinco dias (MC,
Tabela 3.1), sendo apds o co-cultivo transferidos para meio de recuperagao (MR,
Tabela 3.1), onde permaneceram durante 10, 15 e 20 dias, seguido das demais
fases da transformacao. Foi utilizado o delineamento de blocos casualizados, no
esquema fatorial de 2 x 3, totalizando-se seis tratamentos, com trés repeticoes, e
parcelas representadas por 33 eixos. Aos 70 dias do inicio do experimento, foram

avaliados numero de plantulas desenvolvidas e expressao do gene GUS.
3.2.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de
variancia. No experimento um, as médias para brotos regenerados e frequéncia de
multibrotagdes foram comparadas pelo teste de Scott-Knott. No experimento dois, as
meédias para numero de plantulas desenvolvidas foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para atender as exigéncias de normalidade e
homogeneidade de varidncias, as médias para numero de plantulas foram

transformadas para raiz quadrada de (X+0,5).
3.2.9 Analise Histoquimica da Expressao Estavel de GUS

A eficiéncia de transformacgao das plantas regeneradas foi avaliada
histoquimicamente pela expressdo estavel do gene GUS, como descrito por
Jefferson et al. (1987), em tecidos de folhas de plantas na fase de aclimatizagcéo
e/ou crescimento em casa-de-vegetacdo. Folhas pequenas e/ou segmentos de
folhas de plantas adultas foram coletados e incubados em solugéo tampao contendo
o substrato cromogénico X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronideo) a 1 mM,
100 mM de fosfato de sédio pH 7,0; 10 mM de Na,EDTA, 0,5 mM de ferrocianeto de
potassio e 0,1% (v/v) Triton X-100 e mantidos a 37° C, por 24 horas. A seguir, 0s

tecidos foram transferidos para alcool 75% e 95%, por 24 horas ou até a remogao
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total de clorofila. Na avaliagdao histoquimica, a presenga de GUS nos tecidos
transformados em contato com o substrato X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol
glucuronidio) resulta num precipitado insoluvel de cor azul, decorrente da hidrdlise
do X-Gluc (BRASILEIRO; DUSI, 1999).

As plantas expressando o gene GUS e apresentando coloragao azul
foram separadas em trés tonalidades de acordo com a intensidade de coloragéao
(Figura 3.5), e a frequéncia da expressao foi calculada, dividindo o numero de

plantas expressando GUS pelo numero de eixos infectados.

Figura3.5—- Expressdo estavel do gene GUS, de
acordo com a intensidade de coloracéo
azul: alta (+++), média (++) e baixa (+).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Selegao de Cultivares de Soja para Regeneragdo Organogénica.

Experimento 1

Nao houve diferenca estatistica entre as médias observadas para
frequéncia de regeneragao das cultivares analisadas, mas houve entre as médias de
numero de brotos (p < 0,001) e frequéncia de multibrotagées (p < 0,007).

Todas as cultivares avaliadas apresentaram capacidade para
frequéncia de regeneragao organogénica, em meio suplementado com BAP. Maior
numero médio de brotos por eixo embrionario foi observado para as cultivares
Valiosa RR e Conquista que diferiram estatisticamente das demais cultivares,

quando mantidas por seis dias no meio de inducdo (Tabela 3.2). As cultivares



47

Poténcia e Tabana foram as menos responsivas, apresentando menor numero
médio de brotos.

Nedev et al. (2007), avaliando a resposta morfogenética em
cultivares de soja, observaram para a cultivar indiana Hardee o maximo de oito
brotos por né cotiledonar, porém, com 0,5 mg.L™" de thidiazuron (TDZ), enquanto em
trabalhos preliminares foram observados 6,09 brotos por eixo embrionario mantidos

por sete dias no meio de indugéo de regeneragao, com 0,5 mg.L'1 de TDZ.

Tabela 3.2 -  Frequéncia de regeneragao organogénica (%), numero médio de brotos e
frequéncia de multibrotacéo (%) em plantas regeneradas a partir de eixos
embrionarios, induzidos em meio com 3,5 mg.L™" de BAP, aos 70 dias do
inicio do cultivo.

Cultivar Frequéncia de Numero médio de Frequéncia de
regeneracao (%) brotos multibrotagéo (%)
Valiosa RR 87,50 a 413 a 60,0 a
Conquista 87,50 a 3,60 a 40,0b
Tucunaré 87,50 a 3,23b 37,5b
BRS232 75,00 a 3,18 b 275c¢
V.Max 75,00 a 3,00 b 37,5b
Perdiz 87,50 a 2,90b 250c
Pintado 87,50 a 285b 250c
Poténcia 75,00 a 2,55¢c 10,0 c
Tabarana 75,00 a 2,30 c 250¢c
CV(%) 22,10 13,28 38,25

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade.

Na resposta organogénica, o numero de brotos regenerados e a
frequéncia de multibrotagdes (Figura 3.6) apresentaram diferentes respostas,
evidenciando a dependéncia genotipica quanto ao grau de resposta para numero e
frequéncia de multibrotagcdes, corroborando com os resultados observados por
outros autores (REICHERT; YOUN; WOODS, 2003; NEDEYV et al., 2007). Teixeira et
al. (2011), avaliando a resposta de diferentes cultivares para regeneragéo
organogénica em explante de né-cotiledonar, observaram respostas organogénicas
para todas as cultivares avaliadas, porém, observando variagao nas respostas entre
as cultivares para os demais parametros avaliados. Chhabra et al. (2008), avaliando
o efeito do BAP e TDZ na indug&o de brotos organogénicos, obtiveram 4,4 brotos
em 5,0 uM de BAP e 3,8 em 0,5 uM de TDZ, para no-cotiledornar de lentilha.
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Figura 3.6 — Regeneracao organogénica. A. Eixos com desenvolvimento de brotagbes. B.
Desenvolvimento de plantula. C. Plantula enraizada em fase de
aclimatizagao.

Para frequéncia de multibrotagcbes (eixos com numero de brotos =
4)(Figura 3.6-A), a cultivar Valiosa RR diferiu estatisticamente das cultivares
Conquista, Tucunaré e V.Max, enquanto as demais cultivares apresentam médias
inferiores (Tabela 3.2).

A cultivar Valiosa RR, com tempo de indugao de seis dias, destacou-
se das demais cultivares com média em torno de 60%, enquanto as cultivares
Conquista, Tucunaré e V.Max apresentaram meédias de 40% a 37%. Liu et al. (2004)
obtiveram, para cultivares chinesas e mesmo explante, frequéncia média de

multibrotagdes, em torno de 45,6%.

3.3.2 Avaliacdo do Tempo de Indugcdo e Tempo de Recuperacdo sobre a
Regeneragao de Plantas sob Transformagao via Agrobacterium a partir de

Eixos Embrionarios. Experimento 2

Para numero de plantas desenvolvidas, houve efeito significativo do
tempo no meio de inducdo com p < 0,0001 e o tempo de recuperagao com p <
0,0001, enquanto a interagao entre tempo de indugdo de regeneragao e tempo de

recuperacao nao foi significativa (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3—- Numero de plantulas regeneradas sob transformacao por Agrobacterium,
cultivadas por um e dois dias no meio de induc¢éo e por 10, 15 e 20 dias no
meio de recuperagao, a partir de 70 dias de cultivo.

Meio de Meio de Indugéo (dias) Média
Recuperacgao(dias) 1 2
10 0,22 1,97 1,09 ¢
15 3,29 8,24 577b
20 8,26 12,79 10,52 a
CV(%)10,52 3,92B 7,66 A

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

As médias observadas para eixos mantidos por dois dias no meio de
indugao de brotagao foram superiores e diferiram estatisticamente das observadas
para um dia no meio de inducdo. Para tempo no meio de recuperacdo, a média
observada em 20 dias diferiu estatisticamente das observadas em 15 e 10 dias
(Tabela 3.3).

Os resultados mostraram que a manutencdo dos eixos em MI por
dois dias favoreceu a regeneragdo em comparagao a um dia e que quanto maior foi
o tempo de recuperacédo maior foi a taxa de regeneracéo, corroborando com os
resultados observados por Olhoft et al. (2003). No processo de transformagao via
Agrobacterium, o explante sofre um duplo estresse resultante do processo de
agroinfecgdo e da pressdo de selecdo do agente seletivo utilizado (antibidtico ou
herbicida), sendo importante, nesta fase, ajustar o periodo de recuperagéo, na
tentativa de aliviar o estresse induzido (ZHAO et al., 2001; OLHOFT et al., 2003).

Nas avaliacOes realizadas nas fases seguintes ao desenvolvimento
de plantulas, observa-se na Tabela 3.4, que ocorreram perdas significativas, onde
ao final das avaliagbes o numero de plantas sobreviventes foi reduzido, mostrando
que em 50% dos tratamentos ndo houve sobreviventes. Desse modo, a realizagao

da analise estatistica ficou prejudicada pela auséncia de dados nos tratamentos.
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Tabela 3.4 — Eficiéncia e nivel da expressao do gene GUS em plantas sobreviventes apés
transformacao por Agrobacterium, com manutengcdo de um e dois dias no
meio de inducdo e 10, 15 e 20 dias, em meio de recuperacio, com inicio das
avaliacbes aos 70 dias.

Meio de Meio de N° de N°plantas Expressdo de GUS**  Eficiéncia***
Indugdo recuperacao plantas expressando +++ ++ + GUS
(dias) (dias) sobreviventes GUS* (%)

1 10 0 0

1 15 0 0

1 20 3 1 1 1,01
Total 3 1 1

2 10 0

2 15 3 2 1 1 2,02

2 20 6 4 1 2 1 4,04
Total 9 6 2 3 1

" Plantas com expressao estavel do gene GUS, **Expresséo de GUS, de acordo com a intensidade de
coloragao azul: alta (+++), média (++) e baixa (+), *** Eficiéncia da expressdo de GUS = numero de
plantas expressando GUS dividido pelo nimero de eixos infectados (99).

Pelo teste histoquimico de expressado génica de GUS (Tabela 3.4)
realizado nas plantas em fase de aclimatizacdo, a maior eficiéncia para expressao
de GUS em tecidos de folhas foi de 4,04% observada em plantas regeneradas de
eixos mantidos por 2 dias no meio de indugao e 20 dias no meio de recuperagao.

O periodo de 20 dias no meio de recuperacdo estimulou o maior
numero de plantulas regeneradas, o mesmo nao foi observado para os resultados da
expressao estavel do gene GUS, que foi baixo, quando comparado as respostas
mais elevadas observadas por Zeng et al. (2004) com 5,9%, Liu, Wei e Huang
(2008), com 8,3% e Liu, Yang e Wei (2004) com eficiéncia 7,8% de expressdo do
gene GUS.

Liu, Wei e Huang (2008), avaliando diferentes tempos de
recuperacao, observaram maior eficiéncia de expressao para o gene GUS com sete
dias de recuperacao e selegdo com Hygromicina B. Olhoft et al. (2003), estudando
tempos de infec¢do e co-cultivo, observaram que, em periodos mais prolongados, o
crescimento das plantulas ficava prejudicado.

Segundo Hoa, Hai e Thang (2008), o uso de 10 mg.L" na selecéo
com glufosinato foi 6timo para selegao na maioria das cultivares avaliadas, enquanto

5 mg.L™ foi 6timo para a cultivar Maverick, e concentagdes mais baixas em torno de
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3 a 4 mg.L" foram eficientes para Williams 82, MTD 176 e HL 202, quando no meio
de elongacao de brotos. Zhang et al. (2004) reportou que a selegao com glufosinato
a 10 mg.L™" suprimiu a regeneracao de plantas na cultivar A3237.

As plantas com resisténcia a herbicida geralmente apresentam maior
expressdo para o gene GUS. No entanto, Hoa (2008) reportou algumas
discrepancias com relacéo a resisténcia a herbicida e reagao da expressado do gene
GUS nos materiais avaliados.

Pelos resultados observados neste trabalho, nos tempos de inducéo
de regeneragao de um dia e recuperagao de 20 dias e de indugao de regeneragao
de 2 dias com tempo de recuperacao de 20 dias a eficiéncia da expressao do gene
GUS variou de 1,01 e 4,04%.

3.4 CONCLUSOES

Experimento 1. As cultivares apresentam potencial para regeneragéo
organogénica. O maior potencial para numero de brotos & observado nas cultivares

Valiosa RR e Conquista e, para frequéncia de multibrotagao na cultivar Valiosa RR.

Experimento 2. O cultivo de eixos embrionarios da cultivar Conquista
por dois dias no meio de inducdo e por 20 dias no meio de recuperagao estimulam

maior regeneragao de plantulas e maior expressao do gene GUS,.
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4 ARTIGO B. REGENERACAO ORGANOGENICA DE SOJA SOB
TRANSFORMAGCAO VIA AGROBACTERIUM MEDIADA POR SONICACAO

Resumo

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das culturas mundialmente mais importantes
pelas altas concentracbes de Oleo e proteina presentes nos graos, e gragas ao
avanco das novas tecnologias o melhoramento de soja por meio da transformagéao
viabilizou a introducéo de caracteristicas, até entdo, impossiveis por outros métodos.
No entanto, a inexisténcia de protocolos altamente reproduziveis e com altas taxas
de transformacao tem dificultado a manipulagédo rotineira desta tecnologia. Este
trabalho teve por objetivos avaliar os tempos no meio de indugdo de regeneragéo
com tempos de sonicagdo e concentracbes de acetosiringona com tempos de
sonicagao na regeneragao organogénica e expressao do gene GUS em plantas
regeneradas sob transformacéao via Agrobacterium, a partir de eixos embrionarios de
sementes maduras de soja da cultivar Conquista. Foram delineados dois
experimentos. No primeiro experimento foram avaliados trés tempos de manutengao
no meio de indugdo de regeneragao e cinco tempos de sonicagédo, na regeneragao
organogénica sob transformacgdo via Agrobacterium na ODgy 0,5. Utilizou-se o
delineamento de blocos casualizados, com parcelas subdivididas, no esquema
fatorial 3 x 5 com trés tempos no meio de indugdo de um, dois e trés dias e cinco
tempos de sonicagcdo de 0,0; 2,5; 7,5 e 15,0 e 30,0 segundos, em parcelas
subdivididas, dando 15 tratamentos, quatro repeticdes e parcelas de 12 eixos. No
segundo experimento foram avaliados as concentragbes de 100 e 200 pM de
acetosiringona com cinco tempos de sonicagido, na regeneragao organogénica sob
transformacao via Agrobacterium na ODgy 0,2. Utilizou-se o delineamento de blocos
casualizados, no esquema fatorial 2 x 5, com 100 e 200 uM de acetosiringona e
tempos de sonicagao de 0,0; 2,5; 7,5 e 15,0 e 30,0 segundos, quatro repeticdes e
parcelas com 12 eixos. Nos dois experimentos foram avaliados o numero de
plantulas desenvolvidas e expressdo do gene GUS. Experimento 1. O maior numero
de plantulas alongadas e maior expressao do gene GUS ocorrem em eixos
embrionarios da cultivar Conquista mantidos por dois e trés dias no meio de indugao
e com 2,5 e 15,0 segundos de sonicagao na suspensao de Agrobacterium ODggo 0,5.
No experimento 2, o maior numero de plantulas alongadas e maior expressao do
gene GUS ocorrem em 100 uM de acetosiringona, com 7,5 e 30,0 segundos de
sonicagao de eixos embrionarios, da cultivar Conquista, na suspensdo de
Agrobacterium ODgg 0,2.

Palavras-chave: Glycine max. Glufosinato de amobnia. Acetosiringona.
Organogénese. Regeneragao in vitro.

Abstract

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is one of the world's most important crop due to
it's high concentrations of oil and protein present in grains, and also, due to the
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advancement of new technologies to improve the soybean transformation, made
possible through the introduction of features, what was not possible by other
methods. However, the lack of protocols and highly reproducible with high rates of
transformation has hampered the routine handling of this technology. This study
aimed to evaluate the times in the regeneration induction medium with sonication
time, and concentration acetosiringona times with sonication in organogenic
regeneration of soybean via Agrobacterium transformation assisted by sonication,
from embryonic axes of mature seeds of the Conquista cultivar. Two experiments
were conducted. In the first one were evaluated three different times in the
maintenance of regeneration induction medium, and sonicated five times in
organogenic regeneration in Agrobacterium transformation at ODggo 0.5. We used a
randomized block design in a factorial 3 x 5, three times in the induction medium one,
two and three days, and five times of sonication of 0.0, 2.5, 7.5 and 15.0 and 30.0
seconds, split plots, giving 15 treatments, four replications and 12 axes. In the
second experiment, the concentrations of 100 and 200 yM acetosiringone with five
different times of sonication, in organogenic regeneration in Agrobacterium
transformation at ODggo 0.2. We used a randomized block design, arranged in a 2 x
5, 100 and 200 uM acetosiringone and sonication times of 0.0, 2.5, 7.5 and 15.0 and
30.0 seconds, four replicates and 12 axes. In both experiments, we assessed the
number of shoots developed, and GUS gene expression. In the first experiment, the
greatest elongation of seedlings and increased expression of the GUS gene occur in
embryonic axes of Conquista cultivar maintained by two and three days in induction
medium and with 2.5 and 15.0 seconds of sonication in Agrobacterium suspension of
0.5 ODego. In the second experiment, the greatest elongation of seedlings and
increased expression of the GUS gene occur in 100 uM acetosiringone with 7.5 and
30.0 seconds of sonication in embrionic axes of Conquista cultivar in Agrobacterium
suspension of 0.2 ODggo.

Keywords: Glycine max. Glufosinate of ammonium. Acetosiringone. Organogenesis.
In vitro regeneration.

4.1 INTRODUGAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das culturas mais importantes
mundialmente pelas altas concentragdes de 6leo e proteina presentes nos graos, e o
Brasil em 2009/2010 ocupou a segunda posi¢cdo como maior produtor com produgao
de 68,8 milhdes de toneladas e area cultivada de 23,5 milhdes de hectares (CONAB,
2010).

Dada a sua importancia econdmica e industrial, existe um grande
interesse que vem impulsionando o melhoramento da soja. Com o avango de novas
tecnologias como o DNA Recombinante e a Engenharia Genética, tornou-se

possivel introduzir novas caracteristicas, até entdo, impossiveis pelos métodos
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convencionais (BRASILEIRO; DUSI, 1999), surgindo entdo o melhoramento
auxiliado pela transformacéao genética.

Dentre os principais métodos de transformag&o em soja destacam-
se o0 bombardeamento de particulas ou biobalistica em tecidos embriogénicos
(ARAGAO et al., 2000; DROSTE et al., 2002), o qual apresenta um padrdo de
insercdo complexo do transgene no genoma da planta e o mediado por
Agrobacterium tumefasciens, em tecidos de no-cotiledonar (OLHOFT et al., 2001;
OLHOFT et al., 2003; ZENG et al., 2004), em eixo embrionario (LIU; YANG; WEI,
2004; DANG; WEI, 2007; LIU; WEI; HUANG, 2008), hipocdtilo (WANG; XU, 2008), e
outros, com integracdo definida do transgene para regides transcripcionalmente
ativas dos cromossomas e com insergao de um ou baixo numero de cépias (BIRCH,
1997).

A inexisténcia de protocolos altamente reproduziveis e com altas
taxas de transformacdo em soja, provavelmente, € decorrente tanto da baixa
receptividade dos tecidos a transformacao por Agrobacterium como da recalcitrancia
dos tecidos a regeneracédo e crescimento de plantulas in vitro (CHEN, 2004), como
presentes em alguns tecidos de dicotiledéneas e monocotileddéneas (ISHIDA et al.,
1996; DANILOVA, 2007). No entanto, manipulacbes da bactéria, do tecido alvo e
dos meios utilizados sao passiveis de serem realizadas visando incrementar a
eficiéncia de transformacao.

O uso de compostos fendlicos, como a acetosiringona, consiste num
dos varios métodos disponiveis e ja utilizados para melhorar a eficiéncia de
transformacado. Estes compostos normalmente sédo excretados pelas plantas feridas
e metabolicamente ativas, e sdo responsaveis pela atracdo das bactérias e pela
indugao dos genes de viruléncia do plasmidio Ti a ativar a transferéncia do T-DNA
da A. tumefaciens para dentro do tecido da planta (STACHEL et al., 1985; TZFIRA;
CITOVSKY, 2006).

O emprego de ultra-som ou sonicagdo como indutor de ferimento no
tecido do explante a ser transformado, tanto com o DNA isolado ou assistindo a
transformacdo mediada por Agrobacterium, técnica denominada SAAT, também
poderao ser explorados. A técnica de SAAT tem sido reportada como um método de
facil execucdo, de baixo custo e que principalmente, aumenta a eficiéncia da
transformagdo (TRICK; FINER, 1997; TRICK; FINER, 1998; SANTAREM et al.,
1998; VASCONCELOS et al., 2008). O método da sonicagao consiste em induzir por
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meio de ultra-som a formacéao de cavitagdes, resultando na formacgao de milhares de
microferimentos na camada epidérmica ou subepidérmica do tecido do explante. O
padrao de ferimento causado pela sonicacao facilita a penetracdo da Agrobacterium
em células potencialmente regenerativas, localizadas em camadas mais profundas
nos tecidos. Maior expressdo transiente do gene GUS foi observada por
SANTAREM et al., 1998), em tecidos de cotilédones imaturos de soja.

Apesar desse método ter sido pouco explorado, trabalhos realizados
recentemente com sonicagdo em outras culturas, tem elevado a frequéncia da
expressao transiente e a obtencdo de plantas transgénicas férteis. Em feijao, a
transformacdo mediada por Agrobacterium assistida por sonicagado e infiltracdo a
vacuo, viabilizou a obtencdo de plantas transgénicas férteis (LIU et al., 2005).
Embrides imaturos de milho quando submetidos a sonicacdo assistindo a
transformacao (SAAT), apés um tratamento térmico de cinco minutos, alcangaram
até 87,5% de expressao para o gene GUS (VASCONCELOS et al., 2008).

Em soja, o primeiro relato de transformac&o via Agrobacterium
utilizando-se o gene bar como marcador de selegdo em explantes de no-cotiledonar,
com ferimento, foi realizado com sucesso por Zhang et al. (1999), seguido por Chen
(2004) e Paz et al. (2004), enquanto, o emprego do gene ahas em explantes de eixo
embrionario, via biobalistica, permitiu obter frequéncia de transformacao de 20,1%
(ARAGAO et al., 2000). Apesar de inimeros trabalhos de transformagéo realizados
em no-cotiledonar de soja, a maior eficiéncia de transformacado observada via
Agrobacterium e selecdo com o gene bar foi para eixo embrionario, porém, sem
ferimentos (DANG; WEI, 2007).

Este trabalho teve por objetivos avaliar a interacdo de tempos no
meio de indugdo de regeneragcao com tempos de sonicagdo e de concentragbes de
acetosiringona com tempos de sonicagdo na regeneragcdo organogénica e na
expressdo do gene GUS em plantas regeneradas sob transformagdo com
Agrobacterium, a partir de eixos embrionarios de sementes maduras de soja da

cultivar Conquista.



60

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Material Vegetal e Assepsia

Foram realizados dois experimentos, sendo que no primeiro foi
avaliado o efeito do tempo no meio de indugdo de regeneragdo com o tempo de
sonicagao e, no segundo, foram avaliados duas concentragbes de acetosiringona
com tempo de sonicagao.

Os experimentos foram realizados no laboratério de Biotecnologia da
Tropical Melhoramento e Genética - TMG, Cambé, PR, sendo utilizadas sementes
maduras de soja procedentes da Fundacado MT safras 2009/2010.

As sementes foram selecionadas por tamanho (acima da peneira
5,5) e lavadas com agua corrente e detergente. Em camara asséptica, foram
imersas em alcool 70% por 50 segundos, seguida da imersdao em solugédo de
hipoclorito de sédio comercial (NaClO) a 0,5% + Tween 20 (quatro gotas por 100
mL) durante 15 minutos e enxaguadas por cinco vezes com agua destilada e
autoclavada.

Apos a imersdo por uma noite em agua estéril, as sementes foram
conduzidas para a camara asséptica e, sob lupa estereoscoépica e com o auxilio de
pingas e bisturis, os cotilédones foram separados, destacando-se o0s eixos
embrionarios e destes os primérdios foliares. Nos experimentos foram utilizados
somente os eixos apresentando coloragcdo amarelo claro de aspecto translucido e

comprimento maior ou igual a 3,5 mm.
4.2.2 Pré-Cultivo

Os eixos embrionarios da cultivar Conquista, apds a assepsia, foram
cultivados em placas de Petri de 90 x 15 mm contendo 25 mL do meio de indugédo de
regeneragao (MI) composto pelos sais do meio MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962);
e vitaminas do meio B5 (GAMBORG et al., 1968), sacarose (30 g.L™"), BAP (3,5
mg.L"), pH 5,8 e gelrite 2,2 g.L”, e mantidos durante um, dois e trés dias no

experimento 1 e durante 1 dia no experimento 2.
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4.2.3 Cultivo de Agrobacterium e Preparo da Suspensao de Agroinfec¢ao

Foram utilizados a Agrobacterium tumefasciens EHA105 e o vetor
pCAMBIA3301 (CAMBIA, Australia) contendo o gene bar que codifica para a enzima
PPT e confere resisténcia ao herbicida glufosinato de aménia e o B-glucuronidase
(GUS) cujo gene uidA codifica para a enzima fosfinotricina acetil transferase (PAT),
como marcador de selecdo visual, sob o controle do promotor 35SCaMV, conforme

Figura 4.1.

Figura4.1 — Representacdo esquematica do T-DNA do pCAMBIA3301,
contendo os genes uidA e bar. LB/RB — sequéncias direita e
esquerda das bordas do T-DNA; P35S/T35S — promotor e
terminador do CaMV 35S; bar — regidao codante do gene de
tolerancia a herbicida; Thos — terminador da sintese de proteina;
uidA — regiao codante do gene de GUS.

Poli linker
Hind 111
LB T35S bar P3uo 1 rouS Intron uidA Tnos —H RB
dl J‘
2.2 kb 3.2 kb

Das culturas mantidas a 4°C, uma colonia foi retirada e
ressuspendida em 3 mL de meio LB (Tabela 4.1), contendo os antibidticos
Rifampicina (30 mg.L™") e Kanamicina (50 mg.L™"). Apds 24 horas, as mesmas foram
transferidas para o volume final de 50 mL do mesmo meio contendo os antibiéticos
apropriados por 24 a 48 horas ou até atingir a fase log. Atingida esta fase a
suspensao foi centrifugada a temperatura de 10°C, com 3.500 rpm durante 10
minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em
meio de agroinfeccdo (MA, Tabela 4.1), segundo Liu et al. (2004). A suspenséo foi
quantificada em espectrofotdmetro, ajustando a ODgy para 0,5 e adicionando
acetosiringona a 200 yM (Experimento 1), e ajustando a ODgg para 0,2 adicionando

acetosiringona a 100 e 200 yM (Experimento 2).
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Tabela 4.1 - Meios utilizados para cultura de Agrobacterium, cultura de tecidos e
transformacao.
Meios* Composicao

Meio de Agrobacterium
(LB?)

Meio de agroinfecgao
(MA)

Meio de co-cultivo (MC)

Meio de recuperacao

(MR)

Meio de selecédo 1 (MS1)

Meio de selecdo 2 (MS2)

Meio de selecdo 3 (MS3)

Meio de enraizamento (ME)

Triptona (10 g.L™"), extrato de levedura (5 g.L”") e cloreto de
sédio 10 (10 g.L™"), pH 7,5, agar, (7,0 g.L ™).

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™"), BAP (6,0 mg.L™"), pH 5,4, acetosiringona** 200 uM.

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
gL"), BAP (6,0 mglL"), pH 54, gelite (2,2 g.L™),

acetosiringona 200 pM.

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™"), BAP (0,2 mg.L™"), IBA (0,2 mg.L™"), pH 5,8, gelrite (2,2
g.L™"), cefotaxima*** (300 mg.L™)

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™"), BAP (0,2 mg.L™"), IBA (0,2 mg.L"), PPT (0,5 mg.L
"(Finale), pH 5,8, gelrite (2,2 g.L™"), cefotaxima (300 mg.L™)

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™"), BAP (0,2 mg.L"), IBA (0,2 mg.L"), PPT (1,0 mg.L
"(Finale), pH 5,8, gelrite (2,2 g.L™"), cefotaxima (300 mg.L™")

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™"), BAP (0,2 mg.L™"), IBA (0,2 mg.L"), PPT (1,5 mg.L
"\(Finale), pH 5,8, gelrite (2,2 g.L™"), cefotaxima (300 mg.L™")

Sais do meio MS e vitaminas do meio B5 (50%), sacarose (30
g.L™", IBA (1,0 mg.L"), GAs****(0,5 mg.L™"), pH 5,8, gelrite (2,2
g.L™), cefotaxima (150 mg.L")

@Sambrock (1970), *Os meios foram autoclavados durante 20 minutos a 120° C e 1 atmosfera de

pressao. ** Acetosiringona,

de espessura.

cefotaxima e ****GA; filtrados em membrana de millipore de 0,22 micra

4.2.4 Etapas da Transformacao

Apos o pré cultivo os eixos embrionarios foram utilizados para a

transformacao

envolvendo as

seguintes fases: agroinfecgdo, co-cultivo,

recuperacao, selecao e regeneracéao (Figura 4.2.)
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1. Fase de Agroinfeccdo e Sonicagcdo. Os eixos embrionarios, apés o pré-cultivo
foram submetidos a agroinfecgao, transferindo-se 15 eixos por microtubo de 2 mL
contendo 1,5 mL da suspensao de Agrobacterium e foram, um a um, submetidos a
tempos de sonicagao (segundos) no aparelho Bransonic Ultrasonic Cleaner - Modelo
B1210E-Mt, poténcia de 40 kHz e mantidos na suspenséao bacteriana de acordo com

0 experimento.

2. Fase de Co-cultivo. A seguir os eixos referentes aos dois experimentos foram
transferidos da suspensao bacteriana para papel de filtro esterilizado para absorver
0 excesso da suspensdao de Agrobacterium. Apdés a absorgao, os eixos foram
transferidos para placas de Petri de 90 x 15 mm contendo 25 mL do meio de co-
cultivo (MC, Tabela 4.1) e mantidos em temperatura de 25° + 2°C, com auséncia de

luz, durante o periodo de cinco dias.

3. Fase de Recuperagao. Os eixos, apos a fase de co-cultivo, foram enxaguados por
uma vez com o meio de co-cultivo liquido, secos em papel de filtro autoclavado e 12
eixos foram transferidos por frascos de 180 mL contendo 25 mL do meio de
recuperacao (MR, Tabela 4.1). Os frascos permaneceram em temperatura e

fotoperiodo controlados durante 20 dias.



Figura4.2 — Fases da transformacgdo: 1. Agroinfecgdo, 2. Co-cultivo,
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Co-Cultivo
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4. Fase de Selecdo. Nessa fase foram utilizadas duas doses crescentes de
glufosinato de amoénia (Finale) de 0,5 e 1,0 mg.L", segundo metodologia utilizada
por Dang e Wei (2007) e acrescida da dose de 1,5 mg.L", para prevenir o
desenvolvimento de possiveis escapes. Apds a recuperagdo, 0S €ix0s sem
contaminagao aparente por Agrobacterium foram transferidos para frascos de 180
mL contendo 25 mL do meio de selecdo 1 com 0,5 mg.L™" de glufosinato de aménia
(MS1, Tabela 4.1). Apds 20 dias, os eixos com desenvolvimento de brotagdes foram
transferidos para o meio de selecdo 2 com 1,0 mg.L'1 de glufosinato de aménia
(MS2, Tabela 4.1) e apés mais 20 dias foram transferidos para o meio de selegao 3

(MS3, Tabela 4.1) , contendo a dose de 1,5 mg.L™" de glufosinato de aménia.

5. Fase de Regeneragédo. Durante a fase de selegcédo, os brotos regenerados e
alongados que nao sofreram o efeito do agente seletivo nas condig¢des in vitro, foram
considerados como possiveis transformantes e atingindo uma altura maior ou igual a
3 cm, foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL com 10 mL de meio de
enraizamento contendo IBA 1,0 mg.L”" (ME, Tabela 4.1)

Os meios utilizados nas fases de pré-cultivo, cultivo de
Agrobacterium e de transformacao foram autoclavados durante 20 minutos a 120°C
e 1 atm de pressdo. Em todas as fases (exceto o co-cultivo) as culturas foram
mantidas em temperatura de 25° + 2°C, com fotoperiodo de 16/8 horas de luz e
intensidade luminosa de 40 pmol m?.s™, utilizando-se lampadas fluorescentes
brancas frias.

As plantas regeneradas e com desenvolvimento de sistema radicular
foram transferidas para copos plasticos de 200 mL, contendo uma mistura de solo e
substrato inerte (1:1) previamente esterilizados, e mantidas em condi¢cbes de camara
umida por trés dias, com redugado gradativa da umidade até o sétimo dia. Nesta
etapa procedeu-se uma irrigagdo com solugdo nutritiva (Meio MSB a 25%) e uma
irrigacdo preventiva com solugdo de fungicida (Benomil a 2 g.L™") seguida da coleta
de folhas jovens para analisar a expressao estavel de GUS, nas plantas
regeneradas. Apos 15 dias, as plantas foram transferidas para casa-de-vegetagao
com fotoperiodo ajustado para 16 horas de luz, e apds sete dias para vasos de 5 kg
contendo solo preparado com NPK e com irrigagdo por gotejamento até o final do
ciclo reprodutivo, sendo o controle preventivo de pragas e doencas realizado

semanalmente.
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4.2.5 Efeito do Tempo de indugcdo de regeneracdo e tempo de sonicagdo na

regeneracao de plantas sob transformacgao via Agrobacterium - Experimento 1

Foram avaliados o efeito da manutencdo dos eixos no meio de
indugdo de regeneragao durante um, dois e trés dias e do tempo de sonicagao
durante 0,0; 2,5; 7,5; 15,0 e 30,0 segundos, em microtubos, contendo a suspensao
de Agrobacterium ODgyo de 0,5, seguido de incubag&o na suspenséo bacteriana por
30 minutos em repouso.

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, no esquema
fatorial de 3 x 5, com quatro repeticées e unidade experimental de 12 eixos. Aos 70
dias do inicio do cultivo foram avaliados o numero plantulas desenvolvidas por eixo

embrionario.

4.2.6 Efeito de Doses de Acetosiringona e Tempo de Sonicagdo em Plantas
Regeneradas de Eixos Embrionarios sob Transformagao via Agrobacterium -

Experimento 2

Os eixos, apés um dia em meio de indugado de regeneragao foram
submetidos a sonicagao por 0,0; 2,5; 7,5; 15,0 e 30,0 segundos, em microtubos de
dois mL contendo a suspensao de Agrobacterium ODggo de 0,2, suplementada com
100 e 200 pM de acetosiringona. A seguir 0s eixos permaneceram na suspensao
bacteriana por 10 minutos em repouso.

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados, no esquema
fatorial, com quatro repeticbes e unidade experimental de 12 eixos. Aos 70 dias do

inicio do cultivo foram avaliados o numero de plantulas desenvolvidas.

4.2.7 Analise Histoquimica da Expresséo Estavel de GUS

Tecidos de folhas de plantas transformadas, na fase de
aclimatizagao e/ou crescimento na casa-de-vegetacdo, foram submetidos aos
ensaios de GUS, avaliando-se a eficiéncia da expressao estavel do gene GUS,
conferida pelo gene uidA, como descrito por Jefferson, Kavanagh e Bevan (1987).
Folhas pequenas e/ou segmentos de folhas de plantas adultas foram incubadas em

solugdao tampao contendo 1 mM X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronideo),
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100 mM de fosfato de sédio pH 7,0; 10 mM de Na,EDTA, 0,5 mM de ferrocianeto de
potassio e 0,1% (v/v) Triton X-100, e mantidas a 37°C por 24 horas. Em seguida
foram transferidas para alcool 75% e 95%, por 24 horas ou até a remocao total de
clorofila dos tecidos. Apds a incubacdo dos tecidos de folhas das plantas
possivelmente transformadas, a reagdo da enzima [B-glucuronidase presente nas
células transformadas em contato com a solugdo de X-Gluc, resultou num
precipitado de coloracao azul insoluvel, a qual foi considerada resposta positiva. A
eficiéncia de plantas com expressado estavel para o gene GUS foi calculada
dividindo-se o numero de plantas GUS positiva pelo numero de eixos infectados (48
por tratamento). As plantas expressando o gene GUS foram classificadas de acordo
com o nivel de expressao visualizados pelas diferentes intensidades de coloracao,

conforme observada na Figura 4.3.

Figura 4.3 — Expressao estavel do gene GUS, de
acordo com a intensidade de
coloragao azul: alta (+++), média (++)
e baixa (+).

4.2.8 Analise Estatistica

Os dados referentes aos dois experimentos foram submetidos a
analise de variancia. As médias para plantulas regeneradas e eficiéncia de
expressao do gene GUS foram transformadas para raiz quadrada de (X + 0,5) para
satisfazer as exigéncias de normalidade e homogeneidade de variancias, e foram

comparadas pelo teste de Skott Knott a 5% de probabilidade.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Efeito do Tempo de Indugédo de Regeneracédo e do Tempo de Sonicagao na
Regeneracdo de Plantas sob Transformagcdo via Agrobacterium -

Experimento 1

As médias para numero de plantulas regeneradas (Tabela 4.2)
mostraram efeito significativo para tempo de manutengdo no meio de indugéo de
regeneragao com p = 0,0000, para tempo de sonicagdo com p= 0,0002 e para a
interacao tempo no meio de indugao e tempo de sonicagao, com p = 0,0000.

Entre as médias observadas no tempo de indugcédo de regeneragéo
por um dia, apenas a meédia observada no controle (sem sonicagdo) diferiu

estatisticamente dos demais tempos de sonicagao (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Numero de plantulas alongadas sob transformagao por Agrobacterium com
cinco tempos de sonicagdo (segundos) e trés tempos no meio de inducao
(dias), a partir de 70 dias de cultivo.

Sonicacgao Meio de Inducéo de regeneracao (dias) Médias
(segundos) 1 2 3

0,0 5,68 a*A 2,00 bA 4,13 bA 3,94

2,5 0,55 bB 13,42 aA 11,42 aA 8,47

7,5 1,05 bB 8,32 aA 5,27 bA 4,88

15,0 0,52 bB 9,65 aA 11,10 aA 7,09

30,0 0,50 bB 9,00 aA 1,57 bB 3,69

Médias 1,66 8,49 6,70 CV (%) = 30,09

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailuscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Skott Knott a 5% de probabilidade.

Na inducdo de dois dias, as médias observadas nos tempos de
sonicagao de 2,5; 7,5; 15,0 e 30,0 segundos diferiram estatisticamente do controle,
que apresentou a menor média (Tabela 4.2). Para o tempo de indugao de trés dias,
as médias observadas para a sonicacdo de 2,5 e 15,0 segundos diferiram
estatisticamente dos demais tratamentos de sonicagéo (Tabela 4.2).

No tempo de indugdo de dois dias, as meédias ndo apresentaram
diferencas em funcédo dos efeitos causados pelos diferentes tempos de sonicagao
aplicados, exceto para o controle, enquanto na indugao de trés dias, a sonicacao por

0,0; 7,5 e 30,0 segundos afetaram a elongacao das brotacbes (Tabela 4.2). Na
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indugdo por um dia a auséncia de sonicacao foi benéfica em detrimento aos
tratamentos de sonicacdo aplicados. Em trabalhos preliminares, com indugdo de
regeneragao por um dia e incubagdo na suspensdo bacteriana por 20 horas, foi
observada dificuldade de elongagdo das plantulas, mesmo em auséncia de
sonicacao.

Para os tempos de sonicagao de 2,5; 7,5 e 15,0 segundos, as
médias observadas no tempo de indugcdo de dois e trés dias diferiram
estatisticamente de um dia, enquanto para 30,0 segundos, a média observada na
inducdo de dois dias diferiu estatisticamente das demais. Em auséncia de
sonicagao, as medias observadas nos tempos de indugdo de um, dois e trés dias,
néo diferiram estatisticamente (Tabela 4.2).

O estadio fisioldgico dos explantes induzidos durante um, dois e trés
dias, influenciaram na resposta organogénica quanto ao desenvolvimento de
plantulas. Olhoft et al. (2003) obtiveram maior resposta organogénica para explantes
cultivados por um dia no meio de indugdo, porém, em auséncia de sonicagdo. Os
tempos de sonicagéo de 2,5; 7,5, 15,0 e 30,0 segundos com dois dias de indugéo e
2,5 e 15,0 segundos com trés dias de indugdo foram os mais adequados para a
elongacao das plantulas transformadas com Agrobacterium na ODgyo de 0,5.

Os tratamentos de sonicagdo em eixos induzidos por um dia
afetaram o desenvolvimento das plantulas. Para eixos induzidos por dois dias, os
tratamentos de sonicacdo foram benéficos, superando o controle e para eixos
induzidos durante trés dias, a sonicacao de 2,5; e 15,0 segundos foram benéficas
(Tabela 4.2).

Para eficiéncia de expressdo do gene GUS, houve efeito significativo
para tempo de manutencdo no meio de indugdo de regeneragao com p = 0,0001,
para tempo de sonicacdo com p= 0,0025 e para a interagcdo tempo no meio de
indugao e tempo de sonicagéo, ndo houve efeito significativo.

As médias observadas nos tempos de indugdao de dois e trés dias
diferiram estatisticamente da média observada para um dia de indugdao. As médias,
para eficiéncias de expressao do gene GUS observadas em 2,5 e 15,0 segundos de
sonicagao foram estatisticamente semelhantes e diferiram dos demais tratamentos
(Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 — Eficiéncia da expressdo do gene GUS em plantas sobreviventes apds
transformacgao por Agrobacterium, sob trés tempos no meio de indugéo
(dias) e cinco tempos de sonicagdo (segundos), a partir de 70 dias de

cultivo.
Sonicacéao Tempo no meio de Inducgéao (dias) Médias
(segundos) 1 2 3
0,0 8,33* 18,75 13,54 b**
2,5 43,75 31,25 37,50 a
7,5 2,08 18,75 18,75 13,19b
15,0 2,08 37,50 47,92 29,17 a
30,0 22,92 4,16 13,54 b
Médias 4,16 B 30,73 A 2417 A CV(%) = 40,61

*Eficiéncia = N° Plantas expressando GUS/N° eixos infectados (48), **Médias seguidas pela mesma
letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Das plantas sobreviventes apos selegdao com glufosinato, em 75%
houve expressao estavel do gene GUS (Tabela 4.4). As plantas apresentando
expressao estavel foram classificadas dentro de trés niveis de acordo com a
intensidade de coloracdo, onde 20% apresentou forte expressao de GUS, 35%
apresentou meédia expressdo e 43% baixa expressdo para o gene GUS,

independente do tratamento aplicado.

Tabela 4.4 — Expressao do gene GUS em plantas sobreviventes apos transformacao por
Agrobacterium, sob trés tempos no meio de indugéo (dias) e cinco tempos
de sonicagao (segundos), a partir de 70 dias de cultivo.

Meio de  Sonicagdo N°Plantas  N° Plantas Expressdo GUS**
Indugéo sobrevi- expressando +++ ++ +
(dias) (segundos) ventes GUS*
1 0,0 10 4 2 2
1 2,5 0 0
1 7,5 0 0
1 15,0 1 1 1
1 30,0 1 1 1
2 0,0 0 0
2 2,5 26 21 6 4 11
2 7,5 13 9 2 7
2 15,0 25 18 3 6 9
2 30,0 17 11 2 5 4
3 0,0 11 9 4 2 3
3 2,5 17 15 2 7 6
3 7,5 12 9 4 5
3 15,0 25 23 4 11 8
3 30,0 2 0
160 121 25 43 53

(20,66%) (35,54%) (43,80%)
*Expressao estavel de GUS, **Niveis de expressdo de GUS: alta (+++), média (++), baixa (+).
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Diferentes tecidos coletados de diferentes plantas no laboratério e
em casa-de-vegetagao, resistentes ao agente seletivo, ficaram coradas de azul,
indicando haver expressdo do gene GUS (Figura 4.4.), corroborando com o0s
resultados observados por Vasconcelos et al. (2008), onde folhas de milho coletadas
em plantas de casa-de-vegetacdo com resisténcia ao agente seletivo, ficaram

totalmente coradas de azul, indicando haver expressao do gene GUS.

Figura 4.4 — Expressao estavel de GUS. A e B - Expressao estavel de GUS em
vagens imaturas. C - Segmentos de vagens e sementes de
plantas ndo transformadas. D - Expressdo do gene GUS em
segmento de vagem e sementes coletadas de plantas
transformadas em casa de vegetacdo. E - Expressdo do gene
GUS em tecidos florais. F - Expressao estavel em segmento de
cotilédone com embrido (esquerda) e controle negativo (direita). G
- Expressao estavel de GUS em folhas de plantas transformadas e

H - Folha de planta n&o transformada (controle negativo).

4.3.2 Avaliagdo de Doses de Acetosiringona e Tempo de Sonicagdo em Plantas
Regeneradas de Eixos Embrionarios sob Transformagao via Agrobacterium -

Experimento 2

As médias para numero de plantulas regeneradas mostraram efeito
significativo para as doses de acetosiringona com p = 0,001, tempo de sonicagao p =
0,001 e na interagao de acetosiringona com tempo de sonicagao, com p = 0,0038.

O numero de plantulas alongadas com indug¢édo de 1 dia em 100 yM
de acetosiringona observado nos tratamentos com 7,5 e 30,0 segundos de

sonicacgao diferiram estatisticamente dos demais tratamentos. Na concentragdo de



72

200 uM de acetosiringona, maior numero de plantulas alongadas foram observados
na sonicacao de 7,5 segundos e 0,0, e diferiram estatisticamente dos demais
tempos de sonicacgéo (Tabela 4.5).

No tempo de sonicagéo de 0,0; 7,5 e 15,0 segundos, as médias
observadas para numero de plantulas alongadas foram estatisticamente
semelhantes entre 100 e 200 uM de acetosiringona, enquanto as médias
observadas nos tempos de sonicagdo de 2,5 e 30,0 segundos, diferiram
estatisticamente entre as concentragdes de 100 e 200 uM de acetosiringona (Tabela
4.5).

Tabela4.5—- Numero de plantulas alongadas sob transformacao por Agrobacterium, com
cinco tempos de sonicacdo (segundos) e duas concentragcdes de
acetosiringona (UM), a partir de 70 dias de cultivo.

Sonicagao Acetosiringona (uM) Médias
(segundos) 100 200

0,0 9,79 b*A 9,15 aA 9,47

2,5 10,56 bA 4,30 bB 7,43

7,5 18,71 aA 12,42 aB 15,57

15,0 475 bA 2,75 bA 3,75

30,0 16,86 aA 1,50 bB 9,18

Médias 12,13 6,02 CV(%) = 24,79

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

A regeneragao de plantulas observada em eixos induzidos por 1 dia
e submetidos a técnica de SAAT com ODgy de 0,2 em 100 uM de acetosiringona
(Tabela 4.5), superou a regeneragao observada no experimento anterior para eixos
induzidos por 1 dia, porém, com ODeggo 0,5 e 200 uM de acetosiringona (Tabela 4.2).

As pléantulas alongadas com altura maior ou igual a 3,0 cm, foram
transferidas para o meio enraizamento (ME, Tabela 4.1) (Figura 4.5-A),
suplementado com 1,0 mg.L" de IBA e 0,5 mg.L™" GAs;, e apds 25 dias, aquelas
apresentando o sistema radicular bem desenvolvido (Figura 4.5-B), foram
transferidas para o substrato para a aclimatizagao (Figura 4.5-C), nas condi¢des de
temperatura e fotoperiodo controlados, sendo apés 15 a 20 dias conduzidas para a
casa-de-vegetagao (Figura 4.5.D), e em seguida transferidas para o vaso (Figura
4.5-E).
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Figura 4.5 - Desenvolvimento de plantas. A. plantas
alongadas em fase de enraizamento. B. plantas
com sistema radicular bem desenvolvido, aos 30
dias de cultivo. C. plantas aclimatizando em
condicbes de camara umida. D. planta no
substrato. E. plantas no vaso.

Foram observados dentro de um mesmo tratamento, diferentes
niveis de expressdo do gene GUS, em tecidos de folhas, com transformagéo pelo
método de SAAT, nos dois experimentos (Tabelas 4.4 e 4.6). Além de folhas, a
expressao estavel também foi observada em outros tecidos (Figura 4.4). Segundo
Liu, Wang e Wei (2004) as diferengas observadas com relagao a expressao génica
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em diferentes tecidos, provavelmente estao relacionadas ao tempo de incubacgéo no
meio de agroinfecgao.

Para eficiéncia de express&do do gene GUS, houve efeito significativo
para concentragdes de acetosiringona com p > 0,0001 e para tempo de sonicagao
com p= 0,0005, enquanto para a interagao concentragdes de acetosiringona e tempo
de sonicacao, nao houve efeito significativo.

Para concentragbes de acetosiringona, a média observada em 100
MM de acetosiringona foi superior e diferiu estatisticamente de 200 uM. Para tempo
de sonicagdo as médias observadas em 7,5 e 30,0 segundos apresentaram maior

expressao do gene GUS e diferiram estatisticamente das demais médias.

Tabela 4.6 —Eficiéncia da expressdo do gene GUS em plantas sobreviventes apods
transformagao por Agrobacterium, sob duas concentra¢cdes de acetosiringona
(MM) e cinco tempos de sonicacgdo (segundos), a partir de 70 dias de cultivo.

Sonicacao Acetosiringona (uM) Médias
(segundos) 100 200
0,0 41,67 12,50 25,00 b*
2,5 27,08 16,67 22,62 b
7,5 56,25 25,00 42 86 a
15,0 16,67 8,33 14,58 b
30,0 54,17 16,67 41,67 a
Médias 40,28 A 16,67 B CV(%) = 15,32

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha n&do diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Os tratamentos que apresentaram maior eficiéncia para expressao
de GUS foram os que apresentaram maior numero de plantas regeneradas, como
observado no experimento anterior, indicando que a eficiéncia de expressao do gene
GUS ¢é dependente de um bom protocolo de regeneragao e elongacédo de plantas
(CHOI et al., 2007).

Diferentes graus de expressdo do gene GUS foram observados
dentro dos tratamentos, quanto a intensidade de coloracdo. Do total de plantas
sobreviventes apos selecdao com glufosinato independente do tratamento, 75%
apresentaram expressao estavel, sendo que, 27% apresentaram forte expressao,
39% média expresséo e 35% apresentaram baixa expressao do gene GUS (Tabela
4.7).
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Tabela 4.7 — Eficiéncia da expressdo do gene GUS em plantas sobreviventes apds
transformagdo via Agrobacterium, sob duas concentracbes de
acetosiringona (uM) e cinco tempos de sonicagao (segundos), a partir de 70
dias de cultivo.

Acetosi- Sonicacdo Numero de Nivel de expressao GUS**
ringona plantas GUS* +++ ++ +
(M) (segundos) sobre\élvente
100 0 15 15 7 8
100 2,5 28 13 1 7 5
100 7,5 34 27 11 11 5
100 15,0 8 4 1 1 4
100 30,0 31 26 10 8 8
200 0 8 6 2 2 2
200 2,5 7 6 2 2 2
200 7,5 14 9 1 3 5
200 15,0 1 1 1
200 30,0 5 3 2 1
Total 141 110 30(27,27) 43 (39,10) 39 (35,45)

*Expressao estavel de GUS, **Nivel de expressédo de GUS: alta (+++), média (++) e baixa (+).

Entre as concentracbes de 100 e 200 yM de acetosiringona, as
maiores eficiéncias para expressdo de GUS foram observadas em 100 uM de
acetosiringona, nos tempos de 7,5 e 30 segundos de sonicagao, com médias acima
de 50%, diferindo estatisticamente das demais eficiéncias observadas para 100 e
200 yM de acetosiringona.

O emprego de acetosiringona nos trabalhos de transformagao via
Agrobacterium tem melhorado a eficiéncia de transformagdo em plantas de soja que
apresentam baixa susceptibilidade a infecgdo (TRICK; FINER,1997), assim como em
outras culturas.

O uso de ultra-som tem sido relatado em transformacao de soja via
Agrobacterium mediada por sonicagdo (SAAT), em tecidos de né-cotiledonar
(MEURER, DINKINS; COLLINS, 1998) e cotilédones imaturos (SANTAREM et al.,
1998; FINER; FINER, 2000) e em milho (VASCONCELOS et al., 2010).

Neste trabalho o emprego de 100 yM de acetosiringona juntamente
com a sonicacgao foram eficientes em elevar a expressdo do gene GUS em eixos
induzidos por um dia.

A elongacdo das plantulas produzidas em relagdo aos eixos
infectados tem sido limitada, como pode ser observada nos dois experimentos
(Tabelas 4.3 e 4.5), corroborando com os resultados observados por Chen (2004),

que também encontrou dificuldades quanto a elongacao de plantulas, mesmo sendo
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susceptiveis a Agrobacterium, € como observado por Donaldson e Simmonds
(2000).

Os eixos que produziram mais de uma planta, onde normalmente
sao considerados clones, foram computados como eventos independentes, pelo fato
dos eventos ocorrerem a nivel celular, podendo estar com inser¢gdes do transgene
em locais diferentes do genoma, ter numero de cépias diferentes ou mesmo ocorrido
quimeras, discordando, portanto, de Zhang et al. (1999), onde postularam que
plantas produzidas do mesmo explante (né-cotiledonar) devem ser consideradas
clones, ndo sendo, enfim, incluidas na frequéncia de transformacéo.

Apesar disso, a eficiéncia da expressao estavel de GUS nas plantas
sobreviventes foi considerada satisfatoria, quando comparada aos resultados de Liu,
Wei e Huang (2008), onde no melhor esquema de selegdo a maior eficiéncia foi de
8,3%. Com selecao para glufosinato, Zhang et al. (1999) reportaram eficiéncia de 0 a
3%, enquanto Zeng et al. (2004) observaram no estadio inicial de desenvolvimento
dos brotos de noé-cotiledonar eficiéncia de 5,9% para o gene GUS. Eficiéncias de
38% para tempo de infeccdo e 40% para tempo de co-cutivo foram observadas por
Zia et al. (2010), em selegao com kanamicina, enquanto os resultados deste trabalho
mostraram eficiéncias mais elevadas para expressdao de GUS nas plantas
desenvolvidas de eixo embrionario, poréem, em selegdo com glufosinato de aménia.

Quanto a expresséo estavel do gene GUS, os eixos mantidos no
meio de indugdo durante dois e trés dias (experimento 1), e transformados por
Agrobacterium EHA105 na ODeggo de 0,5, com 200 uM de acetosiringona, nos
tempos de sonicagao avaliados, apresentaram eficiéncias de expressao estavel do
gene GUS variando de 18,75% a 47,92% (Tabela 4.3), enquanto os eixos cultivados
por um dia no meio de indugao (experimento 2), e transformados por Agrobacterium
EHA105 na ODgg de 0,2 com 100 uM de AS, apresentaram eficiéncias de 56,25%,
54,17% para expressao estavel do gene GUS, com sonicagao de 7,5 e 30 segundos,
respectivamente (Tabela 4.5).

Para cultivares chinesas, Liu; Yang; e Wei (2004) obtiveram para
eixos cultivados por um dia no meio de indugao e agroinfecgdo com a cepa EHA105
durante 20 horas, em 100 uM de acetosiringona, eficiéncia de expressao transiente
do gene GUS de 78,2% e eficiéncia de transformacao de 7,14% a 14,68%, para as
mesmas cultivares, enquanto, Dang e Wei (2007), alterando a concentragdo de

acetosiringona para 200 uM, obtiveram eficiéncia de expressao transiente para o



77

gene GUS variando de 49% a 75%, e eficiéncia de transformacdo de 12,31 a
15,38%. No entanto, as eficiéncias de expressdo estavel para o gene GUS
observadas neste trabalho com sonicacdo mediando a agroinfecgdo ficaram
proximas as observadas por Liu; Yang; e Wei, (2004) and Dang e Wei, (2007).
Considerando-se o tempo de indugdo de um dia, as plantas
produzidas com ODggo 0,2 (Experimento 2) apresentaram melhor desempenho para
frequéncia da expressao estavel de GUS, em relagdo as frequéncias observadas

para plantas produzidas com ODggg 0,5 (Experimento 1).

4.4 CONCLUSOES

Experimento 1. O maior numero de plantulas alongadas e maior
expressdo do gene GUS ocorrem em eixos embrionarios mantidos por dois e trés
dias no meio de indugao e com 2,5 e 15,0 segundos de sonicagao na suspensao de
Agrobacterium ODggp 0,5, na cultivar Conquista.

Experimento 2. O maior numero de plantulas alongadas e maior
expressao do gene GUS ocorrem em 100 uM de acetosiringona, com 7,5 e 30,0
segundos de sonicagcdo na suspensao de Agrobacterium ODgy 0,2, na cultivar

Conquista.
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5 CONCLUSOES GERAIS

As cultivares apresentam potencial para regeneragdo organogénica.
Maior potencial para numero de brotos é observado nas cultivares Valiosa RR e
Conquista e para frequéncia de multibrotacado na cultivar Valiosa RR.

O cultivo de eixos embrionarios, da cultivar Conquista, por dois dias
no meio de indugdo e 20 dias no meio de recuperag¢ao estimulam maior regeneragao
de plantulas e maior expressao do gene GUS.

O maior numero de plantulas alongadas e maior expressao do gene
GUS ocorrem em eixos embrionarios, da cultivar Conquista, mantidos por dois e trés
dias no meio de indugao e com 2,5 e 15,0 segundos de sonicagdo na suspensao de
Agrobacterium ODggp 0,5.

O maior numero de plantulas alongadas e maior expressao do gene
GUS ocorrem em 100 uM de acetosiringona, com 7,5 e 30,0 segundos de sonicagao
de eixos embrionarios, da cultivar Conquista, na suspensao de Agrobacterium ODggo
0,2.

As cultivares Valiosa RR e Conquista apresentam maior potencial
organogénico. Eixos embrionarios da cultivar Conquista mantidos por um dia no
meio de indugdo, com 7,5 e 30 segundos de sonicagdo na suspensdo de
Agrobacterium ODggo 0,2 com acetosiringona a 100 yM, e mantidos por 20 dias no
meio de recuperacdo promovem maior desenvolvimento de plantulas e maior

eficiéncia de expressao estavel do gene GUS.
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