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Introducao

Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria tipo bacilo aerébico gram-negati-
va da familia Rhizobiaceae comumente encontrada no solo, que apresenta a
capacidade de infectar células vegetais e transferir parte de seu DNA (T-DNA)
para o genoma da planta (Wang et al.,1984). O uso de A. tumefaciens para
transformagéo genética de plantas vem sendo aplicado com sucesso para
inserir genes visando a melhoria de espécies de interesse econébmico como a
soja. Essa metodologia apresenta vantagens como a inser¢gao de um menor
numero de copias do transgene no genoma da planta, poucos rearranjos das
moléculas de DNA introduzidas e uma maior estabilidade fenotipica durante
muitas geragdes de cruzamento (Schubert et al., 2004; Meng et al., 2006).

Para uma metodologia eficiente de geragao de plantas geneticamente modifi-
cadas via A. tumefaciens, alguns fatores devem ser avaliados especialmente
em relagédo ao gendtipo e estirpes de agrobactéria (Liu; Wei, 2005). As prin-
cipais caracteristicas a serem consideradas na sele¢cdo de gendtipos séo a
possibilidade de infecgéo por A. tumefaciens e a capacidade de regeneragéo
in vitro; também é desejavel que o gendtipo apresente um excelente desem-
penho agrondémico (Jia et al., 2015). Em fungéo da especificidade genotipica
na interagdo entre a estirpe de A. tumefaciens e o gendtipo, que impacta na
habilidade de transferéncia do T-DNA, é necessario avaliar diferentes estir-
pes e cultivares, a fim de se obter um processo de transformacgéao eficiente.

Outro fator que pode melhorar a eficiéncia de transformagao é o emprego de
metodologias que aumentem a eficiéncia da infecgdo. Tratamentos fisicos
capazes de produzir microferimentos nos explantes promovem a geragéo de
moléculas indutoras do processo de transferéncia do T-DNA durante a sin-
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tese e reparacao da parede da célula vegetal favorecendo a transferéncia
do T-DNA, pois promovem um aumento no numero de sitios de fixagdo da
Agrobacterium (Santarém, 2000; Matsuda et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio da analise histoquimica da ex-
pressao do gene reporter Gus, o efeito dos fatores gendtipo, estirpe e método
de infecgdo na transferéncia do T-DNA, visando aumentar a eficiéncia do
protocolo de transformagéo genética de soja via A. tumefaciens.

Material e Métodos

Foram avaliados oito gendtipos de soja: BR 16, BRS 317, BRS 361, BRS 283,
BRS 284, BRS 262, BRS 257 e BRS 184 quanto a suscetibilidade a infec¢do
por duas estirpes de A. tumefaciens: EHA105 e GV3101 contendo o cassete
que possui 0 gene Gus e as regides necessarias para insergao, transcrigéo e
tradugdo na planta, utilizando trés métodos de infeccao: injuria, sonicacao e
vacuo. Foi realizado teste de vigor de sementes (germinacgéo, envelhecimen-
to e tetrazolio) nos oito gendtipos para garantir a qualidade das sementes a
serem utilizadas no processo de transformagédo. Os meios de cultura para
transformacao utilizados foram preparados de acordo com o protocolo de Paz
et al. (2006).

Para o processo de transformacgao, foi preparado um indculo a partir de uma
colénia de A. tumefaciens em meio YEP liquido suplementado com 50 mg.L"
de canamicina, e incubado com agitac&o orbital a 150 rpm, em temperatura
de 28°C por 24h. Apds esse periodo as células foram coletadas por centri-
fugagéo a 5.000 x g por 10 minutos e ressuspendidas em 40 mL de meio de
co-cultivo (MCC). Foi realizado assepsia nas sementes com gas cloro (3,5
mL de 12N HCIl em 100 mL de hipoclorito de sddio comercial 2,0%) durante
16h; apos esse periodo as sementes foram colocadas para hidratar em meio
de germinagéo durante 16h. Com auxilio de pinga e bisturi foram retirados os
eixos embrionarios e os primordes foliares. Os embrides foram transferidos
para placa de petri contendo MCC liquido e, entdo, foi realizada a injuria
na regidao do meristema apical, os embrides permaneceram nesse meio por
aproximadamente 10 min. Nos tratamentos de sonicacédo e vacuo, imedia-
tamente apds a injuria, as placas de Petri foram tampadas e levadas para o
sonicador e dessecador com vacuo respectivamente e mantidas por aproxi-
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madamente 10 min. Apos o processo de infeccao foi realizado teste histoqui-
mico para detectar a atividade da beta-glucuronidase (GUS) nos embribes e
determinar a quantidade de embrides transformados e o niumero de células
transformadas em cada embrido.

Resultados e Discussao

A eficiéncia da transformacéo de cada gendétipo foi calculada considerando-se
0 numero de embrides transformados em relagéo a quantidade de embrides
que apresentaram expressao do gene Gus (Figura 1), que variou entre 1% e
18%. A eficiéncia relacionada ao método de infecgéo foi analisada segundo
as porcentagens estabelecidas na eficiéncia de transformacgéo de cada gené-
tipo e estirpe de A. tumefaciens.

Sonicacao Vacuo Injuria

BRS 283

BR 16

Figura 1. Analise histoquimica da expresséo do gene reporter Gus com a estirpe de
Agrobacterium tumefaciens EHA105 a partir da infec¢do pelos métodos de sonicagao,
vacuo e injuria em quatro gendtipos de soja.

Considerando as transformagdes realizadas com a estirpe EHA 105, a culti-
var BRS 283 foi aquela que apresentou a melhor eficiéncia de transformagéao
com um aumento gradual dentre os métodos utilizados: injdria, vacuo e so-
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nicagdo. A cultivar com a segunda melhor eficiéncia de transformacéo foi a
BRS 262 pelo método a vacuo. O terceiro melhor desempenho foi da cultivar
BR16 pelo método de sonicagao (Figura 2A). Ja nas transformagdes com a
estirpe GV 3101, a melhor eficiéncia de transformacao foi obtida na cultivar
BRS317 por injuria, seguida pela cultivar BRS284 por vacuo e em terceiro
pela cultivar BRS 262 pelo método de sonicacao (Figura 2B).

A interacdo entre o gendtipo e a estirpe de A. tumefaciens foi evidenciada
por uma taxa de eficiéncia variavel, revelando que o emprego da mesma
estirpe em gendtipos diferentes proporciona respostas divergentes na efe-
tividade das infecgdes. Isso ocorre devido a variabilidade genética da soja,
que promove diferentes respostas a eficiéncia de infecgédo pela agrobactéria,
desenvolvimento e regeneragao na cultura in vitro (Donaldson; Simmonds,
2000; Yang et al., 2016).

A

Figura 2. Eficiéncia de Transformacéo entre diferentes cultivares por técnica de trans-
formacgéo. A) Gendtipos transformados com a estirpe de Agrobacterium tumefaciens
EHA105. B) Gendtipos transformados com a estirpe de A. tumefaciens GV3101.
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Comparando-se o efeito dos métodos de infecgdo em cada estipe de A. tume-
faciens pode-se observar que a sonicacao e infiltracdo a vacuo sao técnicas
que poderiam ser empregadas para melhorar a eficiéncia de infec¢do para
alguns genotipos (Figura 2). Esse efeito também foi observado na transfor-
macao de soja com Agrobacterium rhizogenes (Theboral et al., 2017) e para
cultivares de soja indianas com A. tumefaciens (Arun et al., 2015).

Conclusao

Os resultados mostraram que existem diferengas entre os gendtipos de soja
quanto a suscetibilidade as estirpes de A. fumefaciens e o método emprega-
do para infecgdo. As melhores eficiéncias de transformacao obtidas foram
para a estirpe de A. tumefaciens GV3101 com o gendtipo BRS 317 por meio
do método de injuria e, para a estirpe de A. tumefaciens EHA105 com o
gendtipo BRS 283 pelo método de sonicagdo. Assim o desempenho do pro-
cesso de transformagao depende da determinagao prévia da relagdo entre o
gendtipo a estirpe de A. tumefaciens e o método empregado para infecgéo.
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