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EMBRIOGESE SOMATICA E TRANSFORMACAO GENETICA DE SOJA VIA
BIOBALISTICA

RESUMO — Os objetivos do presente trabalho foram (i) identificar uma cultivar de
soja (Glycine max) com melhor resposta in vitro para inducéo de calos e regeneracao;
(i) otimizar o processo de transformacéo genética via biobalistica em embrides oriundos
de cotilédone maduros de soja. Os experimentos de inducdo de calos e transformacéao
genética foram realizados com as cultivares IAS-5, BR16 e MSOY6101. Para inducdo
de calos foram utilizadas altas doses de auxinas [5 mg/L 2,4D (2,4-diclorofenoxiacético-
2,4D), 5 mg/L 2ip (2-isopenteniladenina) e 10 mg/L ANA (acido-naftalenacético)] e para
regeneracao de 0 a 2 mg/L de BAP (6-benzylaminopurine), adicionando-se 0,5 mg/L de
ANA em todos os tratamentos. Varios parametros foram testados na transformacéo:
concentracdo do tungsténio; BAP (0 a 5 mg/L) no co-cultivo e a concentracdo de
canamicina para selecdo de plantas. A construcdo utilizada foi constituida pelo vetor
pCAMBIA 2301, contendo o gene repérter GUS, regulado pelo promotor constitutivo
35SCaMV e adicao do gene de selecdo NPTII que confere resisténcia a canamicina.
Foram observadas diferencas para a inducdo e regeneracdo via embriogénese
somatica entre as cultivares de soja, resultando na selecdo da cultivar 'lAS-5' para
avaliacdo do potencial embriogénico quanto a diferenciacédo e regeneracdo de plantas.
Essa cultivar apresentou alta taxa de inducdo, proliferacdo e regeneracdo estavel. Os
resultados mostraram que a adicdo de 0,5 mg/L de BAP ao meio de regeneracao e 5
mg/L de 2,4D ao meio de indugcdo aumentaram as taxas de diferenciacdo dos embrides
de 0 para 27,77%. A partir dos resultados observados na transformacédo genética em N.
benthamiana, adotou-se 24 mg/yL de tungsténio por membrana para as trés cultivares
de soja. Para regeneracdo em embrido maduro de soja o melhor resultado foi obtido
sem a presenca de BAP no co-cultivo. Apenas no bombardeamento com a cultivar

BR16 foi detectada uma planta com expressdo de GUS nestas condi¢des.

Palavras chaves: Cultura de tecidos, gene gusA, transformacéo de soja (Glycine max)



SOMATIC EMBRYOGENESIS AND GENETIC TRANSFORMATION OF SOYBEAN
AND BIOBALISTIC

ABSTRACT - The present work aimed to (i) identify the best soybean (Glycine
max) cultivar for in vitro response for callus induction and plant regeneration; (ii)
optimize genetic transformation of soybean mature cotyledon embryo via biobalistic.
The callus induction and genetic transformation experiments were performed using IAS-
5, BR16 and MSOY6101 soybean cultivars. High auxin levels (5 mg/L 2,4-
diclorofenoxiacetic, 5 mg/L 2-isopenteniladenine and 10 mg/L acid-naftalenacetic) were
used for callus induction and to regeneration, adding 0,5 mg/L of acid-naftalenacetic
and 0 to 2 mg/L of 6-benzylaminopurine (BAP), in all the treatments of regeneration. The
following parameters were tested in order to optimize the transformation: tungsten
concentration; BAP concentration (0 to 5 mg/L) in the co-cultivation medium and
Kanamycin concentration in the selection medium. The genetic construction used was
comprised of pPCAMBIA2301 vector, containing gusA gene reporter, under the regulation
of 35SCaMV constitutive promoter and NPTII selection gene that provides resistance to
Kanamycin. Some differences were observed at the induction and regeneration of
somatic embryogenesis among the three cultivars and only IAS-5 cultivar was selected
for the assessment of embryogenic potential regarding plant differentiation and
regeneration. This cultivar presented high level of callus induction, stable proliferation
and stable regeneration. The results showed that the addition of 5 mg/L of 2,4D to the
induction medium and 0,5 mg/L of BAP to the regeneration medium increased the levels
of differentiation of the IAS-5 soybean embryos from 0 to 27,77%. Based on the results
observed in the genetic transformation in N. benthamiana, 24 mg/uL of tungsten per
membrane is now being used in the bombardment for the three soybean cultivars. The
best result for the regeneration of mature soybean embryo was obtained without the
presence of BAP in the co-cultivation medium. Only one plant presenting GUS

expression was detected after the bombardment of BR16 cultivar in these conditions.

Keywords: tissue culture, gene gusA, soybean transformation (Glycine max)



I. INTRODUCAO

A soja cultivada (Glycine max (L.) Merrill) € uma espécie vegetal anual,
diploide (2n=40), autégama, originada na China e explorada no oriente ha mais de
cinco mil anos. No Brasil, o primeiro relato sobre o surgimento da soja e seu
cultivo foi em 1882, no estado da Bahia.

Em seguida, a soja foi levada por imigrantes japoneses para Sao Paulo
(SP), e em 1914, introduzida no estado do Rio Grande do Sul (RS), onde as
variedades trazidas dos Estados Unidos, melhor se adaptaram as condi¢cfes
climaticas, principalmente em relacdo ao fotoperiodo. O crescimento da produc¢éo
e 0 aumento da capacidade competitiva da soja brasileira sempre estiveram
associados aos avancos cientificos e a disponibilizacdo de tecnologias ao setor
produtivo.

A fonte de recursos genéticos representada por espécies afins é inacessivel
para a soja, devido a incompatibilidade sexual dos cruzamentos interespecificos e
intergenéticos. Assim sendo, a biotecnologia moderna permitiu por meio da
obtencdo da soja transgénica a atualizacdo de material biol6gico para fins
industriais.

Os principais objetivos da obtencdo de plantas geneticamente modificadas
(PGM) consistem em aumentar a resisténcia vegetal a herbicidas, patdgenos, a
insetos-praga, aumentar a tolerancia a estresse abibtico, melhorar a qualidade
nutricional do produto vegetal e produzir proteinas e biopolimeros de interesse
técnico e farmacéutico.

A soja é considerada uma cultura de importancia mundial e muitos esforcos
na area de biotecnologia tém sido realizados para complementar os métodos de
melhoramento convencional desta espécie. Um componente essencial da
biotecnologia para a soja é a transferéncia exégena de genes para explantes com
alto potencial de regeneracdo, principalmente nas cultivares elite. Um dos
métodos que tem sido mais eficiente na transferéncia destes genes na soja € a

biobalistica. Através desta técnica, varias cultivares tem sido langadas no mercado



apresentando genes exdgenos de importancia agronémica como resisténcia a
insetos, fitopatdbgenos ou herbicidas.

No entanto, uma das grandes dificuldades da transformacéo genética via
biobalistica tanto em soja quanto em outras culturas, esta no fato de somente uma
pequena fragdo da populacdo total de células ser atingida pelas particulas
contendo o DNA exdgeno e destas, nem todas irdo expressar o gene introduzido.

Para contornar esta baixa eficiéncia faz-se necessario a busca de
protocolos eficientes de selecdo e regeneracdo de plantas transformadas. A
frequéncia desfavoravel entre o total de células bombardeadas e o total de células
gue sdo estavelmente transformadas €, provavelmente, a maior limitacdo desta
técnica.

Assim sendo, os principais objetivos do presente trabalho foram identificar
uma cultivar de soja com melhor resposta in vitro para regeneracdo e otimizar o

processo de transformacgéo genética de soja via biobalistica.

ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1A cultura da Soja

A soja (Glycine max (L.) Merril) € uma das mais importantes plantas
cultivadas na economia mundial. Seus grdos sao muito usados pela agroindustria
(producéo de 6leo vegetal e racBes para alimentacdo animal), inddstria quimica e
de alimentos (COSTA NETO et al., 2000).

A soja possui como centro de origem e domesticacdo o nordeste da Asia
(China e regides adjacentes) (CHUNG & SINGH, 2008) e a sua disseminagéo do
Oriente para o Ocidente ocorreu através de navegacoes.

No Brasil, o primeiro relato sobre o surgimento da soja cultivada data de
1882, no estado da Bahia (BLACK, 2000). Em seguida, foi levada por imigrantes



japoneses para Séao Paulo, e somente, em 1914, a soja foi introduzida no estado
do Rio Grande do Sul, sendo este por fim, o lugar onde as variedades trazidas dos
Estados Unidos melhor se adaptaram as condicfes climaticas, principalmente em
relacdo ao fotoperiodo (BONETTI, 1981).

O crescimento da producdo e o aumento da capacidade competitiva da soja
brasileira sempre estiveram associados aos avancos cientificos e a
disponibilizacdo de tecnologias ao setor produtivo. Até o final dos anos 60, a
pesquisa com a cultura da soja no Brasil era incipiente e concentrava-se na
Regido Sul do Pais, atuando, fundamentalmente, na adaptacdo de variedades
introduzidas dos Estados Unidos (EUA). O primeiro programa consistente de
pesquisa com a soja estabeleceu-se na década de 1950, no Instituto Agronédmico
de Campinas, SP.

Somente no estado do Rio Grande do Sul, uma década mais tarde, que a
cultura encontrou condicbes para se estabelecer e expandir como lavoura
comercial, para tal, necessitava uma adaptacado que as cultivares introduzidas dos
EUA néo possuiam para as condi¢des do sul do Brasil.

O r4pido desenvolvimento do cultivo da soja no Pais, a partir dos anos 60,
fez surgir um novo e agressivo setor produtivo com alta demanda de tecnologias
ainda nao disponiveis na quantidade e qualidade desejadas.

Consequentemente, 0s poucos programas de pesquisa com soja existentes
na regido foram fortalecidos e novos nucleos de pesquisa foram criados no
sudeste e centro oeste, principalmente como o advento da Biotecnologia moderna
(EMBRAPA, 2012).

2.2 A Biotecnologia Vegetal

Em 1953, quando Francis Crick e James Watson, descobriram a estrutura

de espiral dupla do acido desoxirribonucléico, o DNA, surgiram novas perspectivas

para importantes conquistas cientificas.



Algumas décadas mais tarde, foi possivel o desenvolvimento da
biotecnologia moderna, que trouxe a fertilizacéo in vitro, os testes de paternidade,
a clonagem, o sequenciamento de genomas de animais, plantas e humanos, o
tratamento de doencas através de células-tronco e, também, os alimentos
geneticamente modificados (transgénicos) (FIGUEIREDO et al., 2006).

Os organismos geneticamente modificados (OGMs) podem ser definidos
como organismos cujo material genético (DNA) foi alterado de modo artificial. A
tecnologia geralmente é denominada “biotecnologia moderna” ou tecnologia
genética, ou também, tecnologia de DNA recombinante, ou ainda, engenharia
genética. Nesta técnica transferem-se genes selecionados individualmente de um
organismo a outro, também entre espécies nao relacionadas (VARZAKAS et al.,
2007).

Uma razao para o desenvolvimento dos OGMs é aumentar o fornecimento
dos alimentos pelo aumento da produtividade dos cultivos. Varias empresas de
Biotecnologia tém desenvolvido plantas com caracteristicas agrondémicas
superiores, tais como resisténcia a fatores bioticos e abibticos, além de caracteres
relacionados a qualidade nutricional e de mercado (NEWELL, 2000).

Na década passada, em um primeiro estagio, também denominado de
primeira geragdo dos transgénicos, as plantas geneticamente modificadas foram
desenvolvidas com o objetivo principal de reduzir os custos de producdo na
agricultura e ampliar os ganhos na agroindustria, mediante o desenvolvimento de
vegetais resistentes a pragas ou tolerantes a herbicidas.

Nesta primeira geracao priorizou-se os beneficios aos produtores. Foi o
caso da soja Roundup Ready, tolerante ao herbicida do mesmo nome,
desenvolvida pela empresa Monsanto (KUNISAWA, 2001).

A soja Roundup Ready (RR) da Monsanto foi a primeira planta transgénica
a ser aprovada pela Comissdo Técnica de Biosseguranca (CTNBio) para
alimentacdo humana, animal e para cultivo no Brasil, no ano de 1998. Neste
mesmo ano houve a proibicdo em virtude da alegagéo da inexisténcia de estudos

sobre impacto ambiental e de normas de seguranca alimentar, comercializacao e



rotulagem de alimentos transgénicos, por parte de algumas organizagoes,
entretanto, vale ressaltar que o seu cultivo comercial so foi liberado efetivamente a
partir da safra 2006/07 (VENCATO, 2010).

Realizado o primeiro passo para o avan¢o da Biotecnologia, no ano de
2010 o Brasil chegou a cultivar 25,4 milhdes de hectares de soja, milho e algodao
transgénicos. Um aumento quase 20% em relacdo a area plantada em 2009 (21,4
milhdes de ha).

Com isso, o Brasil se consolidou na segunda posi¢ao do ranking dos paises
que mais cultivaram alimentos transgénicos, atrds apenas dos Estados Unidos,
que em 2010 cultivou 66,8 milhdes de hectares. Na lista dos cinco paises que
mais produziram transgénicos em 2010, encontram-se ainda a Argentina (22,9
milhdes de ha), a india (9,4 milhdes de ha) e o Canada (8,8 milhdes de ha).

Os dados sdo de um estudo divulgado pelo Servigo Internacional para a
Aquisicdo de Aplicagbes Agro-Biotecnoldgicas (ISAAA), fornecendo informagdes
gque no mundo foi cultivado, em 2010, 148 milhdes de hectares de plantas
transgénicas, apresentando um crescimento de 10% em relacdo ao ano anterior
(134 milhdes de hectares).

De acordo com o estudo, a soja foi a cultura transgénica mais cultivada no
Brasil. Atualmente, 75% da area cultivada com o grao (17,8 milhdes de ha) possui
cultivares transgénicos. A cultura do milho ocupa o segundo lugar, com 7,3
milhdes de hectares cultivados (55% do total). Por dltimo se encontra a cultura do
algodéo, cuja érea transgénica cultivada foi de 250 mil hectares, o equivalente a
um quarto do total cultivado (ISAAA, 2012).

2.3 Embriogénese somatica e regeneracao

A embriogénese somética consiste no desenvolvimento de embrides a partir

de micrdésporo ou tecido somatico, dando origem a uma planta, sem que ocorra
fusdo de gametas (WILLIAMS & MAHESWARAN, 1996). Este processo envolve



uma série de mudancas morfolégicas que sdo semelhantes, em varios aspectos
aquelas associadas com o desenvolvimento dos embrides zigoticos.

Embora para algumas espécies vegetais a embriogénese somatica tenha
sido descrita ha bastante tempo e possa ser considerada rotineira (STEWARD,
1958), em soja, o primeiro registro de embriogénese foi atribuido a pouca
eficiéncia na organogénese dos poucos embrides produzidos. (BEVERSDORF &
BINGHAM, 1977).

CHRISTIANSON et al. (1983) foram o0s primeiros pesquisadores a
regenerar plantas de soja in vitro via embriogénese somatica. Varios trabalhos
posteriores relataram a obtencdo de embriGes somaticos, por via direta ou indireta,
a partir de cotilédones de embrides imaturos de soja (LIPPMANN & LIPPMANN,
1984; LAZZERI et al., 1985; BARWALE et al., 1986). Contudo, a maioria destes
protocolos apresentaram baixa eficiéncia para a transformacdo. Em parte, essa
limitacdo era decorrente da incapacidade de produzir um grande numero de
embrides.

Este obstaculo foi superado com a descoberta do uso de altas
concentragfes do regulador de crescimento acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
nas etapas de inducao e proliferacdo dos embrides somaticos. Uma desvantagem
desta metodologia € que seu emprego para a transformacao originava plantas
quiméricas (PARROTT et al.,, 1989), consequéncia da origem multicelular dos
embribes somaticos primarios a partir de células superficiais da epiderme do
explantes (FINER, 1988).

Entretanto, este autor demonstrou que a proliferagdo dos embrides
somaticos secundarios ocorria a partir de células Unicas da superficie dos
embribes primarios, e que a embriogénese secundaria poderia ser obtida com a
manutenc¢ao do tecido em meio de cultivo com alta concentragéo de 2,4-D.

A origem unicelular dos embrides secundarios faz deste tecido o principal
alvo para a transformacao genética, afastando o problema do quimerismo (FINER,
1988).



Um procedimento simples foi desenvolvido por SANTAREM et al. (1997),
utilizando um meio semi-solido descrito por WRIGHT et al. (1991) para o
estabelecimento e proliferacdo de embribes somaticos de cotilédones imaturos,
mais rapido e menos laborioso do que as culturas embriogénicas em suspensao.
Seguindo este procedimento, SANTAREM et al., (1999) e DROSTE et al. (2002)
produziram plantas transgénicas de soja das cultivares “Jack” e “lIAS-57,
respectivamente, expressando o gene reporter gusA.

As plantas transgénicas obtidas em ambos os trabalhos eram férteis,
indicando que esta estratégia é bastante promissora para a recuperacado de
plantas transgénica de soja.

Inimeros trabalhos tém indicado que a regeneragcdo de soja € gendtipo-
especifica e que a grande maioria das cultivares permanece recalcitrante a cultura
in vitro e a transformacéo. Nao existe um sistema de transformacéao eficiente para
a maior parte das cultivares de soja (TRICK et al., 1997; HOFMANN et al., 2004 e
KO et al., 2004). Isto explica, em parte, a escassez de publica¢cdes relacionadas a
transformacao genética de cultivares comerciais desta cultura.

De acordo com MEURER et al. (2001), existem dois caminhos para otimizar
a regeneracao das cultivares embriogénicas e os protocolos de transformacéo de
soja: 1) Testar um grande nimero de novas cultivares, para identificar aquelas
com potencial embriogénico; 2) Utilizar protocolos estabelecidos para cultivares
como “Jack”, que tem sido a mais empregada em trabalhos de transformacao de
soja nos EUA.

Neste caso, a obtencdo de plantas geneticamente modificada deve estar
associada a programas de melhoramento tradicional, com o objetivo de introgredir
0s tracos transgénicos em outros genotipos. Esta segunda opcéao foi utilizada por
STEWART et al. (1996) e YAN et al. (2000) para a transformacéo de soja visando
resisténcia a insetos e a modificacao de proteinas, respectivamente.

A cultivar 1AS-5 ainda tem sido, frequentemente, utilizada em programas de

7

melhoramento genético e é recomendada para o cultivo nos estados do Rio



Grande do Sul, Parana, Sao Paulo, Minas Gerais e Goias (Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, 2007).

Esta cultivar tem mostrado uma boa resposta em sistemas embriogénicos,
onde estudos preliminares relativos a heranca da capacidade embriogénica em
soja evidenciaram que tal caracteristica € de natureza quantitativa (DI MAURO et
al., 1995). BODANESE-ZANETTINI et al. (1993) mostraram que ocorre grande
influéncia do gendtipo na capacidade das cultivares de soja sofrerem
embriogénese somatica. Os mesmos autores relataram a boa capacidade

embriogénica da cultivar IAS-5.

2.4 Transformacéo genética de soja (Glycine max (L.) Merrill)

A combinacédo de técnicas de biologia molecular, cultura de tecidos in vitro e
transferéncia exdégena de genes representa uma ferramenta poderosa para
introduzir novas caracteristicas em uma determinada planta.

Genes oriundos de diferentes espécies vegetais, animais ou
microrganismos podem ser introduzidos de forma controlada em um genoma
vegetal receptor, de modo independente da fertilizacdo. O gene responsavel pela
caracteristica de interesse deve ser localizado, isolado, caracterizado e introduzido
em vetores para a transformacéo de plantas (GANDER et al.,1996).

Um marco importante na cultura da soja foi a soja Roundup Ready (RR) da
Monsanto, a primeira planta transgénica a ser aprovada pela Comissdo Técnica
de Biosseguranca (CTNBIo) para alimentacdo humana e animal e para cultivo no
Brasil, no ano de 1998. Desde entdo, muitas variedades continuaram sendo
lancadas pela Monsanto como a BRS245RR, REC 301, REC302, BRS294RR,
entre outras (EMBRAPA, 2012).

A transformacdo genética de soja tem sido um grande desafio, devido a
variabilidade genética das cultivares e as diferencas nas respostas a cultura in

vitro e procedimentos de transformacdo (DROSTE et al.,, 2002). A eficiéncia de
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transformacdo que é relatada nessa leguminosa é geralmente baixa e, como
outras culturas de interesse, os protocolos criados sdo normalmente gendtipos
especificos (SOMERS, 2003).

Existem dois métodos que tém sido empregados na transformacédo de soja:
O primeiro é o método de biobalistica em tecidos embriogénicos (DROSTE et al.,
2002) e o segundo é a transformacdo de tecidos cotiledonares por meio da
bactéria, Agrobacterium tumefaciens (OLHOFT et al., 2001).

Apesar dos dois métodos serem viaveis, 0S mesmos possuem algumas
limitacbes. Plantas transgénicas derivadas do bombardeamento de
microparticulas tendem a possuir integracao de multiplas cépias do transgene em
seu genoma ou a fragmentacdo do DNA exdgeno antes que isso aconteca.
Existem relatos em soja, de eventos de insercdo de até 100 coOpias de um
transgene. A interacdo entre multiplas cépias pode causar silenciamento génico e
dificultar o desenvolvimento de variedades comerciais geneticamente estaveis
(REDDY et al., 2003).

Como vantagem, pode-se citar um procedimento rapido e simples além da
facilidade na transformacdo de tecidos totipotentes como pdlen, embribes,
meristemas e culturas de células, além de ser um método vidvel para a
transformacao de organelas (SANFORD, 1990).

O aumento da eficiéncia de transformacéo tanto para biobalistica quanto
para A. tumefeciens em soja, sé poderd ser alcancado por otimizacBes mais
aprofundadas do sistema de selecdo para ambas as técnicas, aumento da
interacdo explante-patégeno, no caso de A. tumefaciens e aprimoramento das
condi¢cBes de cultura para promover uma melhor regeneracéo e recuperacao das
plantas transformadas no caso de biobalistica (PAZ et al., 2004).

O processo de biobalistica foi inicialmente proposto por SANFORD et al.
(1987), com o objetivo de introduzir material genético no genoma nuclear de
plantas superiores. Desde entdo, sua universalidade de aplicagcdes tem sido
avaliada, demonstrando ser um processo também efetivo e simples para a

introducdo e expressao de genes em bactérias, fungos, protozoarios, algas,
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insetos e tecidos animais (KLEIN et al., 1992; SANFORD et al., 1993 e ARAGAO
et al., 1992).

A biobalistica utiliza microprojéteis impulsionados em alta velocidade para
projetar o DNA dentro das células. Este bombardeamento é feito em equipamento
apropriado capaz de acelerar as particulas (de 0,2 — 4 um de diametro) cobertas
com sequéncia de DNA a velocidades maiores de 1500 Km/h.

Foi demonstrado que estes microprojéteis (de ouro ou tungsténio) penetram
a parede e a membrana celular de maneira nao letal, alojando-se aleatoriamente
nas organelas celulares. Posteriormente, o DNA é dissociado das microparticulas
pela acédo do liquido celular e integrado no genoma nuclear do organismo receptor
(ARAGAO et al., 1992).

A principal vantagem do método de bombardeamento de particulas é a
possibilidade de transferéncia de genes, independente do gendtipo, para qualquer
tipo de tecido ou célula, sem a necessidade de compatibilidade de
bactéria/hospedeiro, exigida pelo sistema via A. tumefaciens. Os materiais mais
utilizados para bombardeamento sdo: calos, embrides e segmentos foliares.

O passo seguinte a transformacao € a obtencao de plantas e sementes das
células que incorporam o gene de interesse através de cultura de tecidos. Durante
esta fase, véarias andlises sdo realizadas para selecionar plantulas que
incorporaram o gene escolhido.

O uso de um bom marcador de selecdo € fundamental para a recuperacéo
in vitro eficiente de plantas transgénicas. O marcador de sele¢édo confere caréater
dominante as células transformadas, resultantes da incorporacdo de nova
caracteristica, que nao esta presente nas células ndo transformadas. Essa nova
caracteristica permite a sobrevivéncia da célula vegetal transformada na presenca
de um agente de selecdo que é, geralmente, um antibidtico ou um herbicida
(BOWEN, 1993).
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2.5 Genes marcadores de selecao

Existem basicamente dois tipos de genes marcadores: 0os que conferem
resisténcia a determinados antibiéticos e os que conferem tolerancia a herbicidas.
Estes genes séo usados para a identificacdo de células transformadas em relacéo
as nao transformadas nos primeiros estagios apods a transformacao.

Um dos genes marcadores mais utilizados é o NPTIl, que confere
resisténcia a canamicina e outros antibioticos derivados da neomicina, como a
paranomicina. A Calgene foi a primeira empresa de biotecnologia a relatar o uso
deste marcador em uma variedade de tomate, o Flavr. Savr, também conhecido
como CGN-89564-2.

Em 17 de maio de 1994, o FDA (Food and Drug Administration) concluiu
que este tomate era tdo seguro quanto os tomates produzidos pelos meios
convencionais, emitindo um documento assegurando tal fato. Segundo este
documento, o ser humano ingere por dia 1,2X10° microrganismos resistentes a
canamicina, vindos basicamente da salada crua (FLAWELL et al., 1992).

Desta forma a ingestdo de vegetais com gene NPTIl ndo acarretaria
resisténcia a microrganismos do trato digestivo, pois eles ja séo resistentes. Ainda
fica claro que o gene NPTII ndo é responsavel pela producéo de produtos téxicos
pelos organismos que 0 possuem ou que ingerem. Isto foi comprovado em testes
realizados em roedores e seres humanos voluntarios (FLAWELL et al., 1992).

O mesmo que ocorre no trato digestivo dos humanos acontece quanto ao
aumento de bactérias resistentes no solo sob intenso cultivo de plantas portadoras
do gene NPTII.

A Calgene chegou a um percentual menor que 0,0001 de acréscimo destas
bactérias resistentes no solo. Além disso, a probabilidade de uma bactéria obter
um gene de uma planta é muito baixa, comparando com o caso de recebé-lo de
outra bactéria (FLAWELL et al., 1992).

Os estudos realizados até o presente momento ndo demonstram que 0s

genes marcadores possuem efeitos nocivos. Além disso, eles auxiliam o processo
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de transformagdo e podem ajudar os melhoristas a detectar de forma
relativamente facil quais as progénies que mantém os genes da planta
transformada originalmente. Contudo, cada novo marcador deve ser bastante
estudado e testado para garantir a seguranca que o gene NPTIl e outros

marcadores ja comprovaram.

2.6 O sistema do gene reporter

O gene gusA (B-glucuronidase) é o gene repérter mais utilizados para
desenvolvimento de protocolo de transformacéo genética.

Este sistema estd sendo amplamente utilizado como um gene reporter em
estudo de biologia molecular de plantas. Este gene oxida o substrato “X-glucA” (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo) e pode ser facilmente monitorado,
usando uma grande variedade de glucuronideos, fornecendo como produto um
composto insolavel de cor azul (JEFFERSON et al., 1987).

O gene gusA (também designado como gene uidA) foi originalmente isolado
de Escherichia coli (JEFFERSON et al., 1986). Em E.coli, a atividade -
glucuronidase ndo € expressa constitutivamente e o gene gusA é parte de um
operon (WILSON et al., 1995).

Recentemente, um novo gene reporter (celB), analogo ao gene gusA, mas
gue usa o substrato de menor custo, tem sido usado como marcador em estudos
de ecologia de rizébio. O substrato “Magenta-glucA” (5-bromo-6-cloro-3-indolil-B-
D-glucuronideo) resulta em precipitados de cor magenta (WILSON, 1995).

O sistema de fusdo do gene gus (B-glucuronidase) é amplamente utilizado
como um gene reporter em estudo de biologia molecular de plantas (JEFFERSON
et al., 1987), uma vez que a atividade GUS nado se encontra presente no tecido
vegetal.

Além disso, o sistema tem se mostrado altamente adequado aos estudos

de interagdo entre plantas e microorganismos, devido a auséncia de atividade
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endogena de GUS em muitas bactérias de importancia agricola, como Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobacterium, Azospirillum e Pseudomonas (WILSON et al.,
1996).

A ampla aceitacdo do GUS é devida principalmente, a simplicidade, rapidez
e a versatilidade dos métodos de deteccdo da atividade enzimética e ao fato que a
maioria das plantas ndo apresenta atividade enddgena significante. Além disso, o
GUS néo requer cofator, é bastante estavel, resistente a diversos solventes e
detergentes, e é ativado em uma ampla faixa de pH (5,0 a 9,0).

O GUS pode ser fusionado a sequencias tanto na regido N-terminal como
na extremidade C-terminal, podendo ser transportado para o cloroplasto e outras
organelas (JEFFERSON & WILSON, 1991).

O uso do plasmidio Tl de genes codificadores da nopalina sintetase
(DEPICKER et al., 1982; BEVAN et al., 1983) e octopina sintetase (DeGREVE et
al., 1982) prometeu superar problemas associados com atividade enddégena por
causa das opinas produzidas por estes genes que nao sao encontradas
normalmente em células de planta.

Entretanto, estes genes repdérteres ndo sdo amplamente usados porque as
andlises sédo dificeis de quantificar, e ndo € possivel demonstrar a localizacdo da
enzima (OTTEN & SCHILPEROORT, 1978), e octopinas sintetase ndo podem ser
tolerantes a fusdes amino-terminal (JONES et al., 1985).

Os dois genes reporteres mais usados até o momento Sdo: 0 gene
bacteriano Cloranfenicol acetil transferase (CAT) e neomicina fosfotransferase
(NPTII) que codificam enzimas com especificidades que ndo s&o normalmente
encontrados nos tecidos em plantas (BEVAN et al., 1983; FRALEY et al.; 1983 e
HERRERA-ESTRELLA et al., 1983). Entretanto, o NPTIl pode ser tolerante a
fusbes amino-terminal e permanecer enzimaticamente ativo tornando-se Util para
estudo de transporte de organelas em plantas (VAN DEN BROECK et al., 1985).

Por este motivo, foi desenvolvido o gene de Escherichia coli -
glucoronidase (GUS, EC 3.2.1.31) como um sistema de gene repérter para
transformacao de plantas (VAN DEN BROECK et al., 1985).
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo otimizar os processos de
transformacao genética de soja via biobalistica, visando aumentar a eficiéncia de

transformacéao.

3.2 Especificos

- Desenvolver um sistema via embriogénese somatica em embrides e
cotilédones maduros de soja com diferentes hormdnios vegetais;

- Utilizar a Nicotiana benthamiana como modelo para padronizar 0s
parametros da transformacéo genética via biobalistica,

- Aumentar os padrdes de regeneracdo poés-transformacdo para

recuperacédo de plantas geneticamente transformadas.

IV - MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As cultivares utilizadas nos experimentos foram: cultivar BR16, cedido pela
Embrapa Soja — Londrina , a cultivar M-SOY6101 cedida pela Monsanto e a
cultivar IAS-5 que foi cedida pelo banco de sementes do Laboratério de

Biotecnologia do Departamento de Producao Vegetal, UNESP- Jaboticabal.
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4.2 Preparo do material vegetal

As sementes foram separadas em lotes de 100 unidades/saquinho de papel
e armazenadas a 4°C. Para propagacao foram semeadas quatro sementes por
vaso contendo uma mistura de solo, areia e vermiculita (1:1:1) sendo adicionado
adubo granulado NPK (40-20-20), com irrigacéo por gotejamento trés vezes ao dia
por 5 minutos. No 20° dia as plantulas foram estaqueadas e amarradas para
conducao. Apos a finalizac&do do ciclo da cultura na casa de vegetacdo, as vagens
foram colhidas, retiradas as sementes e armazenadas, sendo mantidas em
refrigeracdo a 4°C dentro de caixas com agentes dissecantes (silica gel).

O material foi retirado da refrigeracdo aproximadamente 12 horas antes da
utilizacdo. Em fluxo laminar, as sementes foram submetidas a assepsia com
imersdao em etanol 70% por cinco minutos e enxaguadas com agua ultra pura
autoclavada. Posteriormente, as sementes foram imersas em hipoclorito de sédio
a 1% por 15 minutos, sendo lavadas apds este periodo por mais trés vezes com
agua ultra pura autoclavada.

Antes da utilizagao, as sementes foram mantidas em repouso em um frasco
vedado com filme plastico contendo 300 ml de &gua ultra pura autoclavada por
aproximadamente 16 horas.

4.2.1 Inducdo de embriogénese somatica em embrides

Inicialmente, embribes da cultivar I1AS-5 foram submetidos a testes para
formacdo de calos embriogénicos na presenca do horménio 2,4-D-
diclorofenoxiacético (2,4-D) nas concentragcbes de 0, 1, 2, 3,4,5e 6 mg L1.

O preparo e assepsia do material decorreram como descritos no item 4.2.
Em fluxo laminar, os embribes foram separados dos cotilédones com auxilio de
pinca e bisturi e mantidos em placas de Petri com agua ultra pura autoclavada.

Posteriormente, os embrides foram secos e acomodado em placa de Petri
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contendo meio de cultura semi-sélido Murashige & Skoog (MS) (1962) (sais MS,
sacarose 30 g.L™, phytagel 6 mg.L-1 e pH 5,7), suplementado com horménios
2,4D que foi previamente filtrado com filtro com membranas de 0.22 pM, diamentro
de 33 mm e adicionado em meio de cultura, apds o processo de autoclavagem a
121° C por 15 minutos.

4.2.2 Inducéo de embriogénese soméatica em cotilédones

As sementes das trés cultivares foram submetidas a assepsia como
descrito no item 4.2. Em fluxo laminar, os cotilédones foram separados dos
embribes com auxilio de pinca e bisturi. Posteriormente, os cotilédones foram
secos e acomodados em placa de Petri contendo meio de cultura semi-sélido
Murashige & Skoog (1962) (sais MS, sacarose 30 g/L, phytagel 6 mg/L,
suplementado com 10 ml de 4gua de coco e pH 5,7), e adicionado diferentes
horménios que foram previamente filtrados com filtro com membrana 0.22 uM,
didmetro de 33 mm e adicionados em meio de cultura apés o processo de
autoclavagem a 121° C por 15 minutos.

Os cotilédones foram dispostos sobre o meio de cultura, mantendo a parte
abaxial orientada para cima. Para os testes de inducdo de embribes somaticos foi
utilizado o tratamento A (MI-0) — sais MS, sacarose 30 g/L, phytagel 6 mg/L e pH
5,7 como controle. Os demais tratamentos foram compostos de MI-0 mais 0s
seguintes horménios: Tratamento B (MI-1) acido-naftalenacético (ANA) 10 mgl/L;
tratamento C (MI-2) - 2,4-D 5 mg/L; tratamento D (MI-3) 2-isopenteniladenina (2ip)
5 mg/L ; tratamento E (MI-4) - ANA 10 mg/L, 2,4-D 5mg/L, 2ip 5 mg/L . As placas
contendo os cotiléedones foram mantidas em caixas fechadas na auséncia
completa de luz sendo mantidas em sala de crescimento com temperatura de 26°

C e umidade de aproximadamente 60% por um periodo de 15 dias.
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4.3 Regeneragéo

4.3.1 Regeneracdo dos embrides pos co-cultivo com diferentes

concentragbes de BAP

Para o teste de regeneracdo dos embrides pos-transformacédo foi
acrescentado ao meio de cultura semi-solido Luria Bertani (LB) (peptona 10 g/L,
extrato de levedura 5 g/L, NaCl 5 g/L, agar 6 g/L e pH 7,0) diferentes
concentracbes de 6-benzylaminopurine (BAP) na fase de co-cultivo nas
respectivas concentracbes 0, 1, 2, 3,4e 5 mg/L.

As sementes foram submetidas a assepsia como descrito no item 4.2. Os
embrides foram isolados e acomodados em placas de Petri contendo meio semi-
sélido LB conjuntamente com as referidas concentracdes de BAP. Os embribes
foram acomodados em meio de cultura com a regido meristeméatica voltada para
baixo, com o0 meio recobrindo toda sua extensao.

Apbs trés dias de co-cultivo, os embrides foram repicados para recipientes
plasticos previamente autoclavados contendo meio MS (sais MS, 30 g/L de
sacarose; 1 ml/L vitamina White (Acido nicotino 100 mg/L, Piridoxina 100 mg/L,
Tiamina 20 mg/L ) 8 g/L de phytagel, pH 5,7 , mantidos em sala de crescimento
com temperatura controlada de 26°C, iluminacdo de 20 pmol. m2s® e com

fotofase de 16 horas/luz.

4.3.2 Regeneracéo dos calos oriundos dos cotilédones de soja

Para regeneracao dos calos, em cada tratamento, foi acrescentado ao meio
de cultura diversas concentracdes de BAP (0 mg/L; 0,5 mg/L; 1mg/L e 2 mg/L)
somado a 0,5 mg/L de acido-naftalenacético (ANA) e 10 ml/L de 4gua de coco.

ApoOs o estagio de escuro por 15 dias, posteriormente a formacgédo de calos, o
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material foi repicado para copos plasticos previamente autoclavados contendo
meio MS acrescido de BAP e ANA, respectivamente e acomodados em sala de
crescimento para regeneracdo com temperatura controlada de 26°C, iluminacéo

de 20 pmol.m?.s™* e com fotofase de 16 horas/luz.

4.4 Curva de Morte dos embrides

Para realizar a curva de morte com a canamicina foram utilizados embrides
obtidos das 3 cultivares: IAS-5, BR16 e M-SOY6101, todas com as referidas
concentracbes de 0, 50, 100, 200, 300 e 400 mg/L. Os embrides foram
acomodados em recipientes plasticos contendo meio de cultura semi-sélido MS
(sais MS, sacarose 30 g/L, phytagel 6 mg/L, pH 5,7) conjuntamente com as
respectivas concentracdes de canamicina. Estes embrides foram mantidos em
sala de crescimento com temperatura controlada de 26°C, iluminacdo de 20

umol.m2.s* e com fotofase de 16 horas/luz.

4.5 Transformacao genética de Nicotiana benthamiana

4.5.1 Obtencéao das plantas

A transformacdo genética de Nicotiana benthamiana via biobalistica, foi
realizada com objetivo de padronizar alguns parametros tais como a concentracao
de tungsténio e o0s parametros do bombardeador, sendo repassados
posteriormente para a transformacao genética de soja.

Sementes de N. benthamiana foram cedidas pelo Laboratério de Genética
de Bactérias e Biotecnologia Aplicada, UNESP/JABOTICABAL.

As sementes foram armazenadas em tubos de 1,5 ml e acondicionadas em
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geladeira a 4°C. Em fluxo laminar, foi realizada a assepsia das sementes sendo
imersas em etanol 70% por 3 minutos, posteriormente lavadas 1 vez com agua
ultra pura estéril. Apds, as sementes foram submetidas a assepsia com hipoclorito
de sodio a 1% por 10 minutos, sendo lavadas ap0s este periodo por 3 vezes com
agua ultra pura estéril. Em seguida, com auxilio de uma pin¢a de ponta fina as
sementes foram semeadas em copos plasticos previamente autoclavados
contendo meio MS (sais MS, inositol 100 mg/L, sacarose 30 g/L, vitamina White 1
ml/L, Agar 6 g/L e pH 5,7). Os copos contendo as sementes foram mantidos em
sala de crescimento para o desenvolvimento das plantas com temperatura de 26
°C e fotofase de 16 horas/luz e iluminagdo de 20 pmol.m?2s? por

aproximadamente 2 meses.

4.5.2 Preparo do material vegetal

Em fluxo laminar, folnas de N. benthamiana foram coletadas (apés,
aproximadamente, 2 meses em sala de crescimento) e acomodadas em placa de
Petri com meio MS (sais MS, inositol 100 mg/L, sacarose 30 g/L, agar 6 g/L e pH
5,77 com a parte abaxial voltada para cima. Logo apéds, foi realizado o
procedimento de transformacao via biobalistica. Posteriormente ao processo, as
placas foram vedadas com parafilme e submetidas ao co-cultivo por 1 dia. Apés
co-cultivo, as folhas foram submetidas ao teste histoquimico de gusA para

avaliacao transiente da transformacao e avaliar os parametros testados.

4.5.3 Obtencdo do DNA para bombardeamento

Para a transformacdo genética via biobalistica utilizou-se o DNA plasmidial

gue consiste do vetor de expressdao pCAMBIA 2301 (CAMBIA, Brisbane,

Queensland, Astralia) (Figura 1) que foi extraido de células de E.coli com auxilio
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do Kit da Promega (wizard ® plus SV minipreps DNA purification system),
conforme descrito pelo fabricante. Este vetor possui 11.633 bp sendo muito
utilizado para deteccdo de células transformadas contendo o gene reporter GUS
que esta sob a regulacdo do promotor constitutivo 35SCaMV. Em adicao, também
possui 0 gene de selecdo NPTII que confere resisténcia a canamicina. A qualidade
do DNA extraido foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampéo TBE 1X (Tris base 1M; acido bérico anidro 0,9M; Na,EDTA2H,0 10 mM;
agua deionizada, pH 8,3), corado com brometo de etideo (0,1 pg/ml) e visualizado
em fotoducumentador gel Doc. A concentracdo e a pureza das amostras obtidas
foram determinadas por densidade Optica em espectrofotdbmetro (NanoDrop 1000,

Thermo Scientific).

Figura 1. Mapa do vetor pCAMBIA 2301 utilizado na transformagéo de tabaco e
soja.
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4.5.4 Preparo do tungsténio (TG)

Foram realizados dois métodos de preparo de tungsténio (TG). A primeira
preparacdo do TG (TGIl) foi realizada na concentracdo de 60 mg/mL,
ressuspendido em glicerol 50%. Pesou-se 60 mg de tungsténio, adicionou-se 1
ml de etanol 70%, em seguida misturou-se vigorosamente com auxilio do vortex
por 15 minutos. Apés a agitacdo, centrifugou-se a 3000xg por 5 minutos, sendo
descartado o sobrenadante, adicionou-se 1 ml de agua ultra pura estéril, agitando
com auxilio do vortex vigorosamente por 15 minutos. Centrifugou-se novamente a
3000xg por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante, repetindo o passo anterior
por mais duas vezes. Apés a Ultima lavagem, descartou-se o sobrenadante e o
tungsténio foi ressupendido em 1 ml de Glicerol 50%.

A segunda preparacao do TG (TGII) foi realizada na concentragdo de 25
mg/0,5 mL, sendo ressupendido em agua ultra pura estéril. Pesou-se 25 mg de
tungsténio, adicionou-se 500 pL de etanol absoluto, gelado, homogeneizando
vigorosamente com auxilio do vortex por 3 vezes de 2 minutos cada. Inoculou-se
em banho-maria a 95°C durante 1 hora. Posteriormente, foi centrifugado a 8000xg
por 2 minutos, descartou-se cuidadosamente o sobrenadante sendo lavado por 3
vezes com agua estéril gelada. Apds terceira lavagem, o tungsténio foi

ressuspendido em 500 uL de &gua ultra pura gelada.

4.5.5 Transformacédo genética de Nicotiana benthamiana

Para o bombardeamento de N. benthamiana foi utilizado tungsténio com o
preparo das duas metodologias, TGl e TGIl. Para cada preparacdo de
microparticulas foi adicionado o equivalente a 6,0 pug de DNA, 110 pL de CaCL;
2,5 M, sendo a mistura homogeneizada suavemente. Em seguida acrescentou-se
40 pL de espermidina 0,1 M sendo novamente homogeneizado. A mistura foi

incubada a temperatura ambiente sob a agitacdo lenta durante aproximadamente
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25 minutos. Apoés centrifugacdo em velocidade maxima por 10 segundos, foi
adicionado ao pellet 150 pyL de etanol absoluto, gelado sendo vigorosamente
agitado e centrifugado em velocidade méaxima por 10 segundos. Adicionou-se 25
uL de etanol absoluto e homogeneizou-se vigorosamente, sendo sonicado com a
frequéncia de 40 Khz e poténcia de 100 W durante 3 segundos. Aliquotas em
diferentes concentracdes de tungsténio dos dois preparos (TGl e TGIl) foram
distribuidas na regido central de cada membrana carreadora, previamente
posicionada no suporte de membrana. Os discos contendo as microparticulas
cobertas com DNA foram colocados em uma placa de Petri com silica e alocadas
dentro de um dessecador por 10 minutos. Em seguida, foi realizado o
bombardeamento através de um acelerador de particulas com pressdo de gas
hélio de aproximadamente 1500 psi com aparelho PDS-1000 (Bio-Rad).

Apo6s um dia de co-cultivo na auséncia de luz e temperatura controlada de
26°C, o material foi submetido ao teste histoquimico de GUS para verificar a

expressao génica transiente (pontos azuis) e avaliar os parametros testados.

4.6 Transformacé&o genética de soja (Glycine max (L.) Merrill)

4.6.1 Transformacéao de embrides maduros de soja

Para transformacéo genética de embrido o material vegetal foi preparado
como descrito no item 4.2. Como fonte inicial do material para transformacao
foram utilizadas sementes maduras das cultivares IAS-5, BR16 e M-SOY6101.

Em fluxo laminar, apds a retirada dos embrides das sementes maduras,
estes foram mantidos em placa de Petri contenddo 30 mL de agua estéril. Os
primérdios foliares foram retirados com auxilio de bisturi e lupa para a exposicédo

da regido meristematica do embrido (Figura 2).
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Figura 2. Preparo dos embribes de soja a para bombardeamento. A: Embrido
excisado de semente madura de soja; B: Retirada dos primordios foliares
do embrido; C: Posicionamento do embrido com o apice meristematico
voltado para cima (pré-transformacéo).

Posteriormente, os embrides foram secos em papel filtro estéril sendo
acomodados em sulcos no meio de cultura em placas de Petri contendo meio de
bombardeamento (sais MS, 30 g/L de sacarose, 8 g/L de phytagel, pH 5,7). Os
sulcos eram dispostos em forma de um circulo de 16 mm de diametro centralizado
na placa, tendo a regido meristematica apical direcionada para cima e para o
centro. A seguir, o0 DNA foi preparado seguindo o protocolo descrito no item 4.5.5.
Com base nos resultados de N. Benthamiana, o bombardeamento foi realizado
com o preparo de tungsténio TGl com concentracdo final de 25 mg/uL do
tungsténio por membrana carreadora.

Apbs o processo de transformacdo, os embriées foram transferidos para LB
semi-solido (peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 5 g/L, Agar 7 g/L e pH
7,0) sendo acomodados com a regido meristematica voltada para baixo, com toda
a extensdo do corpo sendo recoberto com o meio de cultura. Apds 1 dia de co-
cultivo, os embrides foram repicados para recipientes contendo meio semi-sélido
de regeneracao (sais MS, sacarose 30 g/L, vitamina White 1 ml/L, phytagel 6 g/L,
phytagel 6g/L e pH 5,7), adicionando canamicina nas respectivas concentracdes
para cada cultivar testada.

O material permaneceu em sala de crescimento com temperatura
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controlada de 26°C, iluminagéo de 20 umol.m?.s™ e com fotofase de 16 horas/luz.
ApoOs desenvolvimento das plantulas, amostras foram retiradas e o teste

histoquimico de GUS realizado.

4.6.2 Transformacao de calos oriundos dos cotilédones

Para a transformacdo genética de calos, a assepsia das sementes
decorreu-se com descrito no item 4.2.2. Para a avaliagdo de embriogénese
somatica em cotilédones, foram utilizadas trés cultivares: 1AS-5, BR16 e M-
SOY6101.

Apos a inducdo de calos por um periodo médio de 15 dias na auséncia
completa de luz, os calos foram acomodados no centro da placa de Petri na forma
circular com diametro de 16 mm contendo meio de bombardeamento (sais MS, 30

g/L de sacarose, 8 g/L de phytagel, pH 5,7) (Figura 3).
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Figura 3. Processo de bombardeamento para calos. A: Fase de inducéo de calos
(escuro) em cotilédones; B: Preparo do material para bombardeamento
apos 15 dias de inducdo de calos; C: Aparelho PDS-1000 Biorad; D:
Material vegetal apto para bombardeamento; E: Fase de regeneracdo em
meio seletivo com canamicina; F: Fase de desenvolvimento da planta
(planta climatizada).

Posteriormente, o bombardeamento foi realizado como descrito no item
4.5.5, com o preparo de tungsténio TGI na concentracao final de 25 mg/uL de
tungsténio por membrana carreadora. Apdés o bombardeamento, os calos
permaneceram na placa de Petri contendo o meio de bombardeamento por um
periodo de 1 dia em co-cultivo com temperatura controlada de 26 C° na auséncia
completa de luz.

Decorrendo o periodo de descanso (co-cultivo), o material foi repicado para
copos contendo meio semi-solido de regeneracdo (sais MS, sacarose 30 g/L,
vitamina White 1 ml/L, phytagel 6 g/L e pH 5,7) adicionando canamicina nas

respectivas concentragcdes para cada cultivar testada, permanecendo em sala de
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crescimento com temperatura de 26°C, iluminacdo de 20 pmol.m?.s™ e fotofase
de 16 horas/luz. Apés desenvolvimento das plantulas, amostras de folhas foram

retiradas para o teste histoquimico de GUS.

4.7 Analise do material vegetal - Ensaio histoquimico (GUS)

Apés um periodo em fase de regeneracdo as plantulas obtidas a partir da
transformacao de embrides ou calos, foram avaliadas pelo teste histoquimico de
GUS de acordo com o método de JEFFERSON et al. (1987).

O teste foi realizado aproximadamente 15 dias apds a transformacéo para
embribes e 21 dias para calos, ou seja, quando as folhas ja apresentavam um
estagio bem desenvolvido para a realizacdo do teste.

Apos este periodo as folhas desenvolvidas foram excisadas e incubadas
em solucdo X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronic acid) — (Fosfato de
sédio (NaH2PO,4.H,0O) 100 mM , Ferro Cianeto potassio (K4Fe(CN)e.3H2.0) 0,5
mM, EDTA (Na,EDTA.2H,0) 10 mM, Triton X-100 0,1%, X-Gluc (50 mg/ml) 1mM,
pH 7,0) a temperatura de 37 °C, durante 16 horas. O tecido que foi transformado
com o gene GUS, ou seja, o0 uidA reagiu com o substrato X-gluc, e resultou na
formacdo de um produto de cor azulada, indicando reacdo positiva e,

consequentemente, a ocorréncia da transformacao.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Embriogénese somatica e regeneracao em embrides

Diferentes concentracdes de hormonios vegetais foram testadas com intuito

de aumentar o numero de células meristematicas na regiao apical do embrido. O
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teste possuia o objetivo de diminuir o longo tempo de inducdo decorrente em
cotilédones e promover a embriogénese em um tecido mais direcionado
(meristema apical). No entanto, os resultados ndo foram favoraveis para este
metodologia.

Notou-se em 100% dos embrides testados que nao houve desenvolvimento
de calos embriogénicos na regido meristematica, somente calos friaveis, ou seja,
massa desuniforme e coloracdo transparente por toda a extensdo do corpo do

embrido (Figura 4).

™~ ~_

Calos Friaveis Calos Friaveis

Figura 4. A: Embrido retirado do cotilédone; B: Embrido sem os primoérdios
foliares; C e D: Embrido apresentando calos friaveis apos inducéo
com o hormoénio 2,4D em todas as concentracdes testadas.

Inicialmente, foram testadas as concentracoes de 0 a 6 mg/L com o
horménio 2,4D. N&o foi observada embriogénese somatica no meristema apical do
embrido e consequentemente nenhuma plantula foi regenerada.

Esta ocorréncia pode se explicar pelo fato de que os horménios naturais

atuam sobre o crescimento ou diferenciacdo do tecido vegetal, entretanto, seus
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efeitos dependem além da concentracdo disponivel no meio, também da
quantidade absorvida no tecido vegetal. Além disso, o efeito das interacdes pode
ocorrer diferenciando o resultado final.

Este fato deve ser levado em consideragdo quando se compara 0
comportamento da cultivar frente ao hormonio testado, sugerindo que a
concentracdo hormonal enddgena seja diferente, pois podem ocorrer interacdes
entre eles que determinam efeitos aditivos ou antagbnicos, dependendo de suas
concentracbes. Na fase de inducdo e iniciacdo, o processo € regulado pela
relagdo quantitativa entre os niveis de auxina e citocinina, como também pela
participacdo de outras substancias (GASPAR & HOFINGER, 1988; ONO &
RODRIGUES, 1996 e ASSIS & TEIXEIRA, 1998).

N&o foi encontrada nenhuma referéncia na literatura que relatasse sobre
embriogénese somatica diretamente em embrido de soja. Foram encontrados
trabalhos sobre embriogénese somética em tecidos como cotilédones, folhas,

caules, entre outras partes da planta.

5.2 Embriogénese somética e regeneracao dos cotilédones

Trés cultivares foram testadas para a inducao de calos em cotilédones, IAS-
5, MSOY-6101 e BR16. O desenvolvimento de calos a partir de cotilédones foi
observado somente para a cultivar IAS-5, do total de trés gendtipos avaliados.

Foram testados trés hormonios: 2,4D, 2ip, ANA e todos conjuntamente.
Somente 0 meio de cultura MS suplementado com 2,4D (5 mg/L) - (tratamento C)
foi observado uma desdiferenciacdo celular (calos) em aproximadamente 60% dos
cotilédones, ressaltando que no tratamento A (controle) ndo foi observado o
surgimento de calos (Tabela 1).
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Tabela 1. Inducéo de calos para cultivar IAS-5 com diferentes horménios.

Tratamento® Namero Total de Formagéo de
de placas cotilédones calos (%)
A -MI-0 5 75 0
B - MI-1 5 75 0
C-Ml-2 5 75 60%
D - MI-3 5 75 0
E - MI-4 5 75 0

*Tratamento: MI-0: Controle; MI-1: 10mg/L ANA; MI-2: 5mg/L 2,4D; MI-3: 5mg/L 2ip; MI-4:
5mg/L 2,4D + 5mg/L 2ip + 10mg/L ANA.

Este resultado ndo foi observado nas outras duas cultivares (BR16 e
MSOY-6101). Os calos responsivos eram formados na regido cotiledonar, local
onde o embrido era disposto antes de sua retirada (Figura 5). Os calos formados
ndo eram friaveis e apresentavam desdiferenciacdo celular favoravel a
regeneracao, ou seja, apresentavam formato regular e consistente, diferentemente

dos calos formados nos embrifes oriundos de semente madura de soja.

/-

Calos

Figura 5. Calos formados na regido onde os embrides eram dispostos antes da
retirada.
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Resultado similar foi descrito por BRAR et al. (1997), que conseguiram
induzir a formacdo de calos em apices caulinares de feijdo de corda (V.
ungliculata) cultivados na presenca do 2,4D, combinado ou ndao com outros
reguladores.

Na indugéo de calos com os hormoénios 2ip (5 mg/L), ANA (10 mg/L) e na
combinacao de (ANA 10 mg/L + 2ip 5 mg/L + 2,4D 5 mg/L), foi notado que os
cotilédones apresentavam desenvolvimento desordenado de raizes (rizogénese)

no periodo em que o material se manteve no escuro (Figura 6).

Figura 6. Cotilédones de soja em fase de inducdo de calos. A: Inducdo de calos
com 5 mg.L* de 2ip; B: Inducdo de calos com 10 mg.L™" de ANA; C:
Controle (sem adicdo de horménio).

Segundo KULESCHA (1988), o nivel de auxina endbégena esta totalmente
relacionado com este fato. O alto nivel de auxinas enddégenas pode ocasionar a
iniciacao de raizes adventicias primordiais.

Existe uma relacdo intrinseca entre os niveis de auxina enddégena e a
habilidade para iniciar raizes. Em geral, apos aplicacdo da auxina sintética, ocorre
um aumento imediato no nivel endégeno de auxina natural e, consequentemente,
h& o inicio da formacdo de raizes (GASPAR & HOFINGER, 1988). A acdo das
auxinas ocorre, inicialmente, em nivel celular nos meristemas primario e
secundario, estimulando a divisdo celular e o subsequente alongamento das
células, sendo que, essa acao inicial das auxinas culmina com a formacéo das
raizes (FORD et al., 2001).
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Para as outras duas cultivares (BR16 e MSOY-6101) os resultados nao
foram satisfatérios quanto a formacdo de calos em nenhuma das condiges
hormonais testadas.

Devido a esta constatacdo, podemos entender tal fato ocorrido em todos os
tratamentos com doses altas de auxinas (ANA 10 mg/L, 2ip 5 mg/L, 2,4D 5 mg/L e
a somatoria destes (ANA 10 mg/L + 2ip 5 mg/L + 2,4D 5 mg/L), juntamente com
agua de 10 ml/L de coco que se caracteriza como uma rica fonte de auxina
natural, resultou em alta porcentagem de formacdo de raiz, independente do
tratamento aplicado. Tratamentos com meios de cultivo contendo maiores
concentracdes de citocininas e menores de auxinas poderiam ter resultados mais
satisfatorios quanto a regeneracédo (FLICK et al.,1983).

A partir dos resultados observados para estas duas cultivares, somente a

cultivar IAS-5 continuou sendo utilizada para inducéo de calos.

5.2.1 Regeneracdao dos cotilédones

Os tratamentos iniciais (inducdo) com 2ip, ANA e todos os hormonios
conjuntamente, nao apresentaram formacdo de calos e posteriormente
regeneracao. Desta forma, os cotilédones induzidos inicialmente com os estes
horménios ndo obtiveram resultado satisfatorio quanto ao desenvolvimento de
calos. Para a cultivar IAS-5, a Unica cultivar a responder ao tratamento para
inducado de calos, o melhores resultados para regeneragéao foram os tratamentos
C-MR1 e C-MR2, ressaltando que estes resultados foram obtidos somente quando
o horménio inicial (inducdo de calos) foi o 2,4D suplementado com 10 ml/L de
agua de coco.

Diante dos tratamentos para regeneragdo, o conjunto de hormdnios que
melhor respondeu foi 0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L ANA , apresentando 27,77% de
regeneracao do tecido, seguindo de 0 BAP + 0,5 mg/L ANA apresentando 11,11%,

sendo estes 0s Unicos tratamentos a apresentarem regeneracao (Figura 7).
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Figura 7. A: Cotilédones da cultivar de soja IAS-5 (escuro) em meio MS
suplementado com 5 mg.™ L 2,4D (T0); B: Cotilédones de soja (escuro)
em meio MS suplementado com 5 mg. 'L 24D (15 dias); C:
Regeneracdo de calos (luz) em meio MS suplementado com 0,5 mg.L™
BAP e 5 mg.L" ANA; D: Plantula de soja em desenvolvimento (fase
regeneracao).

CHO et al. (2002), avaliando o efeito da aplicacdo de BAP no crescimento
de sementes de soja, observaram que 1 mmol/L de BAP incrementou a massa
seca das sementes. O efeito estimulatério de BAP sobre a massa seca das
sementes de soja ocorreu sempre nas concentracdes acima de 10° mollL.
Possivelmente, a citocinina atue no estimulo da atividade do dreno das sementes,
no entanto isso parece depender da concentracdo de BAP presente nos 6rgaos,
como também foi observado por BARRAT (1986) em ervilha. Em um sitema
artificial de cultivo de ervilhas, este autor verificou também, que 10 mol/L de BAP

foi a concentragcéo que proporcionou 0 maior crescimento das sementes.
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Os resultados foram avaliados pelo teste T, P<0,05, e as porcentagens de
regeneracdo seguidas de mesma letra ndao diferem significativamente entre si
(Tabela 2).

Tabela 2. Regeneracédo de plantas (cultivar IAS-5).

Tratamento Meio de indugdo de Meio de~ * Regeneracdao (%)
calos regeneracdo

MR1 0
A MI-0 MR2 0
(controle) MR3 0
MR4 0
MR1 0
B MI-1 MR2 0
(10 mg/L ANA) MR3 0
MR4 0

MR1 11,11(x 1) a

C MI-2 MR2 27,77(x 1) a
(5 mg/L 2,4D) MR3 0
MR4 0
MR1 0
D MI-3 MR2 0
(5 mg/L 2ip) MR3 0
MR4 0
MR1 0
E MI-4 MR2 0
(todos conjuntamente) MR3 0
MR4 0

"Meios de regeneracdo: MR1: MS + 0 mg/L BAP + 0,5 mg/L ANA; MR2: MS + 0,5 mg/L
BAP + 0,5 mg/L ANA; MR3: MS + 1,0 mg/L BAP + 0,5 mg/L ANA; MR4: MS + 2,0 mg/L
BAP + 0,5 mg/L ANA.
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N&o foi aplicado teste estatistico para avaliacdo entre tratamentos, pois,
nao houve necessidade de avaliar resultados de regeneracdo vs. sem
regeneracao, sendo interessante avaliar somente respostas onde foi detectada
brotacdo dentro do tratamento.

Observou-se que, nesta fase de diferenciacdo celular vegetativa
(regeneracdo), a disposicado do cotilédone foi muito importante, sendo a regido
abaxial sempre disposta para cima no meio de cultura.

Provavelmente, esta orientacdo exerce um papel fundamental na absorcao
de horménios e nutrientes e diferenciacdo do tecido vegetal. Além disso, esta
orientacdo € extremamente necessdaria para posterior transformacao e/ou
regeneracao, uma vez que, as células possivelmente transformadas, respeitam a
condicao de tropismo, buscando o seu desenvolvimento na orientacéo da luz.

Nas cultivares BR16 e M-SOY6101, ndo foi possivel observar inducéo de
calos nem tampouco regeneracéo nos tratamentos, entretanto, foi observada uma
qguantidade de rizogénese de 100% dos cotilédones avaliados ao longo de todo
periodo em que o experimento permaneceu no escuro. FLICK et al. (1983)
afirmam que as auxinas, isoladamente ou em combinagdo com uma baixa
concentracdo de citocinina, sdo importantes na inducao dos primérdios radiculares
e GEORGE & SHERRINGTON (1984) apontam que a rizogénese é decorrente do
tratamento com altas concentracfes de auxina em relacdo a de citocinina, em
cultivo in vitro.

Talvez, se o balango hormonal presente no meio de cultura estivesse em
uma concentragdo maior de citocinina e menor de auxina o resultado poderia ser
satisfatorio. Estes fatos, estdo de acordo com os resultados apresentados por
LEGRAND et al. (1984), utilizando explantes de Theobroma cacao. Os autores
verificaram que a calogénese e rizogénese eram originadas por ANA ou agua de
coco, de acordo com o tipo de explante. Ja PENCE et al. (1980), em experimentos
com embrides zigoticos imaturos de cacaueiro, concluiram que a combinagéo de

auxinas (ANA, AIA e 2,4D) e agua de coco estimularam a embriogénese, porém a
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adicdo de cada um dos hormdnios separadamente apresentou baixo efeito em tal

processo.

5.3 Regeneracdo dos embrifes pos co-cultivo com diferentes concentracdes
de BAP

O teste de BAP no co-cultivo foi realizado com objetivo de melhorar a
regeneracdo no intuito de unificar as plantas na fase de regeneracdo poés-
transformacdo. A concentracdo utilizada inicialmente de 5 mg/L de BAP,
estabelecida em alguns protocolos de transformacdo com embrides, favorecia o
aparecimento de multibrotac6es no apice dos embrides (Figura 8), dificultando a

analise das plantas individualmente.

Figura 8. A: Embrido de soja da cultivar IAS-5 passado um dia em de co-cultivo
com 5 mg/L de BAP; B: Embrido de soja da cultivar IAS-5 passado um
dia em co-cultivo sem BAP.

O BAP é uma potente citocinina promotora de brotacdo, o que parece ter
grande influéncia no crescimento ou diferenciacdo das plantas. Nos testes com
hormoénios vegetais, tais como o BAP, o efeito final desejado vai depender nédo sé

da concentracdo que esta sendo aplicada, mas também da capacidade que cada
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tecido possui de absorvé-lo. Entretanto, o efeito destas interacdes pode causar
diferenca no resultado final esperado, como por exemplo, ter em Unico embrido
muitas brotacées ou somente uma brotacdo por embrido. Um ponto importante a
ser lembrado é que a concentracdo hormonal endégena de cada cultivar em
particular responde diferencialmente em cada condicéo testada.

Observou-se no teste do co-cultivo com BAP que em todas as
concentracfes utilizadas (0 a 5 mg/L), quanto maior a concentragcdo em meio de
cultura, maior o numero de brotacées por embrides. Contudo, acredita-se que
quanto maior a quantidade de brotacbes no apice dos embribes maiores as
chances de detectar uma planta positiva, por outro lado, uma grande quantidade

de brotacBes, maior dificuldade de unificar e identificar cada uma delas.

5.4 Curva de morte em embrides

ApoOs avaliacdo do desenvolvimento das plantas em cada tratamento foram
definidas as seguintes concentracdes de canamicina para cada uma das
cultivares: IAS-5 200 mg/L, M-SOY6101 100 mg/L e BR16 200 mg/L. A dose foi
definida diante a sensibilidade apresentada para cada cultivar quanto a
regeneracao, sumarizando nestas condicdes um total de 50% de regeneracao
para cultivares IAS-5 e BR16 e aproximadamente 20% para a cultivar MSOY -
6101.

O NPTII (gene responséavel pela codificagdo da neomicina fosfotranferase
II) j& foi utilizado como marcador de selecdo em diversas espécies vegetais,
pertencentes a diferentes familias (RITCHIE & HODGES, 1993).

A enzima NPTIl atua transferindo o grupamento y fosfato do ATP para
grupo 3-hidroxil da por¢cdo amino-hexose dos antibiéticos aminoglicosilados, como
canamicina, neomicina e paromomicina, que s&o assim detoxificados por
fosforilacdo (BENVENISTE & DAVIES, 1973). Quando ativos estes antibioticos

inibem a sintese de proteinas nas células eucariotas, ligando-se as subunidades
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30S e 50S dos ribossomos, e impedindo, consequentemente, o inicio da traducéo
(DAVIS, 1988).

Na célula vegetal, esses antibidticos interferem da mesma maneira na
sintese protéica em mitocondrias e cloroplastos, que possuem ribossomos
semelhantes aos das bactérias, resultando na clorose e inibicdo do crescimento
do tecido vegetal (WEIDE et al., 1989).

Assim, plantas transgénicas que expressam o NPTII podem tolerar
dosagens toxicas dos antibioticos aminoglicosilados que, em plantas né&o
transformadas séo letais. Fato este observado com o aumento gradativo da
concentracdo de canamicina no meio de cultura em plantas ndo transformadas.
Supbe-se que a canamicina seja transportada através do tecido vegetal, a curta
distancia, pelos espacos intracelulares (WEIDE et al., 1989), facilitando a selecéo
do tecido vegetal transformado ndo anulando a hipotese de haver escapes. Os
resultados da curva de morte com canamicina para cada cultivar estdo descritos

na Figura 9.
Curva de Morte (Canamicina)

100%

90% -

80% -
o 70% -
v]
On
£ 60% -
£
% 50% - mBR16
E 0% mIAS-5
T
2 30y M-S0Y6101
o ‘0

20% -

0% I T T T T 1

0 50 100 200 400
Concentragao Canamicina (mg/L)

Figura 9. Curva de morte com canamicina nas cultivares BR16, IAS-5 e M-
SOY6101.
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Um dos problemas com a atividade de antibiéticos em cultura de tecidos
reside na auséncia de absorcdo pelos érgdos vegetais (ROMEIRO, 1995). Para
um antibiotico ser considerado um bom agente seletivo, ele deveria apresentar
caracteristicas como, por exemplo: estabilidade frente as variagcbes de pH, ser
sistémico, ndo apresentar efeitos colaterais (afetar a germinacdo, sintese de
clorofila, etc.), ser soluvel em 4gua e nédo ser afetados por ions, &nions ou cations
(FALKINER, 1990).

5.5 Preparo do tungsténio (TG)

5.5.1 Avaliagédo dos diferentes protocolos
Conforme verificado na Tabela 3, o preparo TGl na concentracdo de
tungsténio de 24 mg/uL apresentou um maior numero de pontos do que TGIl na

concentragéo de 20 mg/pL.

Tabela 3. Expresséo de GUS transiente em folhas de N. benthamiana.

Concentracéo

de TG (mg/uL) NUmero de Pontos

Preparo de TG

9,6
TG 14,4
24

8
TGl 12
20

w
ORPrOIgNDN

Foi observado que o numero de pontos foi aumentando de acordo com o
aumento da concentracdo do tungsténio chegando a atingir no maximo 37 pontos
no preparo de TGI. No tratamento TGIl esse fato n&o se repetiu, e a concentragao

intermediaria de tungsténio (12 mg/uL) apresentou apenas 1 ponto de expressao
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transiente e nas concentracbes de 8 mg/uL e 20 mg/uL os resultados foram os
mesmos apresentando 6 pontos.

Sendo assim, podemos afirmar que quanto maior a concentracdo de
tungsténio no preparo de TG+DNA, maior sera a densidade de particulas por area
na membrana carreadora, demonstrando que a concentracdo de tungsténio
interfere diretamente na eficiéncia de transformacdo. E importante ressaltar que a
concentracdo do DNA foi a mesma em todas as condi¢cdes testadas (6 ng por
preparo).

Para a confirmag&o dos resultados acima (Tabela 3), o teste com preparo
TGI foi repetido nas mesmas concentracdes de tungsténio e os resultados foram

persistentes (Tabela 4).

Tabela 4. Expressédo de GUS transiente em folhas de N. benthamiana.

Concentracao de TG

Preparo TG (mg/uL) Numero de pontos
Repeticdo 1 - 9,6 3
Repeticdo 2 — 9,6 0
TGI Repeticdo 1 - 14,4 15
Repeticdo 2 — 14,4 4
Repeticdo 1 — 24 66
Repeticdo 2 — 24 68

Novamente, foi constatado que quanto maior a concentracdo de tungsténio
por preparo na membrana carreadora, maior a eficiéncia de transformacao
genética, reafirmando os resultados anteriores. E interessante ressaltar que
alguns parametros devem ser levados em consideracdo para este resultado de
eficiéncia como, por exemplo, o tipo de preparo do protocolo e o veiculo (agua ou
glicerol 50%), os quais também diferem entre os preparos de TGl e TGiII.
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5.6 Transformacdo genética de Nicotiana benthamiana

5.6.1 Obtencéao e preparo das plantas

As sementes de N. benthamiana foram preparadas como descrito no item
4.5.1 e a transformacgédo decorreu como descrito no item 4.5.5 com o preparo de
TGl e com a concentracdo de 24 mg/uL de tungsténio. Para a realizacdo da
transformacdo genética utilizou-se folhas germinadas in vitro com

desenvolvimento aproximado de 40 dias (Figura 10).

Figura 10. A e B: Planta de N. benthamiana com 20 e 40 dias de germinagdo em sala de
crescimento com temperatura e fotofase 18h/luz controlados.

Com base nos resultados obtidos na transformacdo genética de N.
benthamiana o preparo do DNA foi realizado seguindo o protocolo como descrito
no item 4.5.4 com o preparo de TGI com a concentracdo 24 mg/uL de tungsténio
por membrana para as subsequentes transformacdes de soja tanto para embrido,
guanto para calos cotiledonares.

Pode-se observar grande diferenca de expressédo transiente entre o0s
preparos de TG. Esta diferencdo foi observada ndo somente em nameros de
pontos, mas também na intensidade da expressao observada nas folhas (Figura
11).
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Figura 11. A e B: Expresséo transiente em folhas de N. benthamiana com baixa
expressdo de GUS (TGIl) 20 mg/uL ; C e D: Expresséao transiente em
folhas de N. benthamiana com alta expresséo de GUS (TGI) 24 mg/uL.

De maneira geral, o tabaco é uma planta que possui métodos de
transformacao, regeneracéo e cultivo in vitro bem estabelecidos, sendo por isso,
muito utilizado como planta teste em diferentes experimentos. Assim como no
presente trabalho, varios autores obtiveram éxito quando utilizaram tabaco como
receptor de transgene.

ZHANG et al. (2009) promoveram a super expressao do gene GmERF3 de
soja em plantas de tabaco, e observaram que as plantas transgénicas
desenvolveram tolerancia aos estresses salinos e hidricos, além de se tornarem
resistentes a infec¢cdo por Ralstonia solanacearum, Alternaria alternata e ao virus
do mosaico do tabaco (TMV) (KERN et al., 2010).

Aléem de considerada uma planta modelo em experimentos de
transformacdo genética, por ndo ser uma planta comestivel, o tabaco pode ser

utilizado para producgéo de proteinas de interesse, consolidando ser uma planta de
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facil manejo e também versatil. COLGAN et al. (2009) utilizaram o tabaco para
otimizar condi¢cdes de cultivo de plantas transgénicas.

KHALAFALLA et al. (2005) relatou em seu trabalho de otimizacdo de
protocolo com expressao transiente de GFP em soja que a concentracdo de DNA
afetou significativamente o nivel de expressdo de GFP quando aumentou-se a
quantidade de plasmideo por bombardeamento de 0,4 para 0,8 pg, embora, o
aumento adicional de DNA de 1,6 ou 3,2 ug nao foi significativo na expressao.
Efeito similar foi observado em embribes somaticos de cassava (Manihol
esculenta Crantz), no qual o aumento de expressao transiente foi alcancado com
0,5 ug de DNA (SCHOPKE et al., 1997).

5.7 Transformacdo Genética de Soja (Glycine max (L.) Merrill)

5.7.1 Transformac&o genética em embrides

Diante dos resultados observados na Tabela 5 podemos ressaltar a grande
dificuldade de obtermos uma planta geneticamente modificada em cultivar de soja
no sistema via biobalistica. Na transformac&o genética de embrido foi obtida uma

Unica planta positiva da cultivar BR16.

Tabela 5. Total de embrides bombardeados e resultado de GUS.

Embrides Embrides N. Plantas
Cultivar Bombardeados Regenerados transformadas
(GUSH)
IAS-5 241 124 0
M-SOY6101 450 280 0
BR16 738 459 1
Total 1429 863 1




43

Em todas as transformagOes de soja, tanto para embrido, quanto calo
embriogénico utilizou-se placas com folhas de N. benthamiana como controle,
podendo-se afirmar que o sistema de bombardeamento foi efetivo, pois, em todas
as transformacdes foi detectada expresséao transiente de GUS. Esta expressao foi
detectada com maior ou menor numero de pontos azuis em todas as
transformacdes onde foram utilizadas como controle.

Nesta fase, foi possivel verificar a eficacia do aparelho de bombardeamento
e dos parametros utilizados para padronizacdo de protocolo, entretanto, a
eficiéncia de transformacdo em soja, tanto para embrido quanto para calos foi
muito baixa ou quase inexistente.

Esta baixa eficiéncia de transformacdo pode estar relacionada com o
agente seletivo utilizado para selecionar as plantas transformadas. De acordo com
RECH et al. (2008), o imazapir seria 0 agente seletivo mais indicado para soja. Foi
constatado também que a utilizacdo do gene AHAS como gene de selecdo
aumentou a eficiéncia significativamente, pois este herbicida € capaz de translocar
sistematicamente e concentra-lo na regido meristematica da planta, onde, por sua
vez ocorre a transformacgéo genética.

Segundo os autores, apesar do uso de outros agentes seletivos como
higromicina, canamicina, fosfonotricina e glifosinato serem utilizados para
selecionar células transformadas como cotilédones, embrides, calos
embriogénicos e suspensao celular, estes ndo sao apropriados para serem
utilizados efetivamente como agentes seletivos depois do bombardeamento. Isto
se deve ao fato de que as células do meristema apical (regido receptora do DNA)
nao estdo em contato com o agente seletivo do meio de cultura.

O gene marcador de selecdo ahas, foi isolado de Arabidopsis thaliana,
contendo mutacdo que confere resisténcia imidazolinone especifico. Como
consequéncia, depois do bombardeamento as células transgénicas da regiédo
apical dos embrides podem ser efetivamente selecionadas entre as células néo

transformadas.
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Assim sendo, outros problemas tais como: tipo de cultivar, ma qualidade
das sementes, posicdo do embrido no momento do bombardeamento, fina
camada de agua na regido apical (impedindo a penetracdo das particulas), alta
umidade do laboratorio (sendo <40%) podem também estar diretamente ligados a
baixa eficiéncia de transformacdo, sendo parametros a serem considerados
(RECH, 2008).

Uma ocorréncia bastante notavel neste tipo de transformacéo (embrides) &
0 aparecimento de plantas quiméricas. Este fato foi detectado em uma planta
avaliada em teste histoquimico de GUS (Figura 12C). Também foi detectada uma
Unica planta expressando GUS em folhas que foram excisadas a partir de embriéo
(Figura 12B).

Figura 12. A: Regeneracdo dos embrides em meio de cultura com agente seletivo
(canamicina); B: Resultado do teste histoquimico de GUS positivo
(folha); C: Expressdo de GUS em folha apresentando quimera.

Uma tentativa de evitar o problema do quimerismo € transformar tecidos
embriogénico oriundos de cotilédones de soja via embriogénese somatica. Porém,
existe uma desvantagem nesta metodologia, ela também podera apresentar

plantas quiméricas (PARROTT et al., 1989), consequéncia da origem multicelular
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dos embrides somaticos primarios a partir de células superficiais da epiderme do
explante (FINER, 1988).

Entretanto, este autor demonstrou que a proliferacdo dos embribes
somaticos secundarios ocorria a partir de células Unicas da superficie dos
embrides primarios, e que a embriogénese secundéaria poderia ser obtida com a
manutengao do tecido em meio de cultivo com alta concentragdo de 2,4-D. A
origem unicelular dos embrides secundarios faz deste tecido o principal alvo para
a transformacéo genética, afastando o problema do quimerismo (FINER, 1988).

O sistema de bombardeamento de particulas em soja pode ser uma técnica
bastante eficiente se associada a transformacao via A. tumefaciens. Este sistema
poderia ser utilizado para causar ferimentos no tecido vegetal que, posteriormente
facilitaria a infeccdo pela bactéria aumentando a tentativa de infeccéo celular.

Mesmo nos melhores sistemas experimentais, apenas uma pequena fracao
da populacdo total de células é atingida por uma particula, e destas, nem todas
irdo expressar o gene introduzido. Devido a esta baixa eficiéncia, torna-se
necessario o uso de um protocolo eficiente de selecédo e regeneracdo de plantas
transformadas.

A frequéncia desfavoravel entre o total de células bombardeadas e o total
de células que foram estavelmente transformadas, € provavelmente, a maior
limitacdo desta técnica (HUNOLD et al., 1994). Segundo estes autores, apenas 7
a 10% das particulas bombardeadas penetram na célula, e a maior parte destas
atinge apenas as células epidérmicas.

Estes mesmos autores observaram que apenas 0,04% de todas as células
utilizadas no experimento, feito com o aparelho de Particle Inflow Gun, haviam
sido transformadas de forma estavel. Esta baixa eficiéncia de transformacéo foi
atribuida ao fato de que a maioria das células que recebe uma particula, seja esta
de ouro ou tungsténio, morre nas primeiras 48 horas apés o bombardeamento. Foi
observado também que, em geral, as células que recebem uma particula e

sobrevivem, incorporam estavelmente o transgene.
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5.7.2 Transformagao genética em calos

Apé6s a transformacdo genética, observou-se que houve regeneracao
estavel em todas as transformacdes, entretanto, na analise do teste histoquimico
(GUS) em folhas, de aproximadamente 283 calos submetidos ao

bombardeamento, nenhum resultado positivo foi detectado (Tabela 6).

Tabela 6. Bombardeamento de calos da cultivar IAS-5.

. Calos Calos % N. plantas
Cultivar ~ transformadas
Bombardeados Regenerados Regeneracao
(GUS +)

IAS-5 43 7 16,27 0
IAS-5 63 10 15,87 0
IAS-5 80 21 26,25 0
IAS-5 97 15 15,46 0
Total 283 53 18,72

FINER & McMULLEN (1991) foram os primeiros a relatarem resultados
positivos com plantas transgénicas de soja através de embrides soméaticos. SATO
et al. (1993) demostraram que as células embriogénicas sdo as mais adequadas
para a producdo de plantas de soja geneticamente modificadas, através de
biobalistica. A vantagem de utilizar culturas embriogénicas como alvo na
transformacao de soja é a origem unicelular das plantulas. Assim uma Unica célula
transformada de um embrido primario € capaz de originar, por embriogénese
secundaria, uma planta completamente transgénica (FINER, 1988).

Alguns fatores acabam colaborando com a grande dificuldade de obtencéao
de plantas transgénicas em soja em sistemas embriogénicos tal como a baixa
regeneracao e recuperacao de plantas (TRICK et al., 1997; DROST et al., 2002).

Segundo TRICK et al.(1997), o ideal serial utilizar plantas com menos de
um ano de idade. Culturas mais velhas, também tenderiam a originar plantas
transgénicas estéreis (HADI et al., 1996; LIU et al., 1996). DROSTE et al. (2002)
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fizeram um experimento transformando duas culturas embriogénicas, com
diferenca entre cinco meses entre elas e fizeram a comparacao.

Foi observado ao final do experimento uma diminuicdo de
aproximadamente 60% numero de expressao de gene repérter GUS, para a
cultivar Bragg nas culturas mais antigas. A explicacao para tal resultado seria que
os tecidos se tornariam menos responsivos € mais sensiveis ao processo de
cultura e transformacéo genética.

Segundo TRICK et al. (1997), a transformacédo ndo sera bem sucedida se
0S processos de regeneracéo e transformacao forem ineficientes, ou se ambos
ndo estiverem associados. E necesséario o procedimento dos dois processos e
grande habilidade para torna-los ligados concomitantemente (TRICK et al., 1997;
BODANESE-ZANETTINI & PASQUALLI, 2004).

Outros parametros foram observados por FURITANI & HIDAKA (2004).
Observou-se que o material se tornava mais eficiente na transformacgéo quando o
bombardeamento era realizado depois de 7 ou 14 dias apés a transferéncia de
meio de cultura, periodo de maior atividade de proliferacdo dos embrides.

Estes mesmos autores, também observaram que a pressdo de 1100 psi
resultou em aumento da taxa de transformacao e expressao de GFP, observando
que as injarias causadas no tecido vegetal eram responsaveis tanto pela
integracdo do DNA as células como também pela recuperacdo de plantas
transgénicas.

Isto ressalta quantos parametros devemos otimizar antes de iniciarmos um
processo de transformacdo genética de plantas. Um numero razoavel de
explantes deve ser levado em consideracdo na hora da transformacéo, ja que a
taxa de conversdo de plantas transgénicas € muito baixa (0,8%) (FURUTANI &
HIDAKA, 2004).

Para o presente trabalho, pode-se ressaltar que o numero total de calos
bombardeado (283 calos) € considerado um ndmero pequeno para recuperagao
de plantas transgénicas por todos os fatos que foram relatados anteriormente.

Finalizando, € importante ressaltar que, atualmente existem poucos laboratérios
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que obtém sucesso com transformacdo de soja e que todos os procedimentos
descritos na literatura tém problemas com a baixa reprodutibilidade, baixa

eficiéncia e limitada especificidade de cultivares (TRICK et al., 1997).

VI. CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida para embriogénese somatica e regeneracao
em cotilédones maduros foi eficiente na recuperacdo de plantulas para cultivar
IAS-5;

A retirada da citocinina [BAP (5mg/L)] do meio de co-cultivo promoveu
maior recuperacdo de regeneracdo de plantas Unicas facilitando a avaliacdo para
teste de GUS;

Os melhores resultados obtidos no teste de concentracdo de canamicina
para a curva de morte foram: IAS-5: 200 mg/L, M-SOY6101: 100 mg/L e BR16:
200 mgl/L;

A inducdo de embriogénese somatica em embrides maduros de soja
(cultivar IAS-5) ndo respondeu satisfatoriamente;

Na transformacdo genética de N. benthamiana via biobalistica, a
concentracdo de tungsténio que apresentou melhor resultado foi 24 mg/uL por
membrana carreadora e para o protocolo de preparo de tungsténio foi o TGI (60
mg/ml) conservado em glicerol 50%, permitindo estabelecer alguns parametros
para a transformacéo genética de soja.
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