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Introducao

O avango das Tecnologias Inovadoras de Melhoramento de Preciséo
(TIMPs) tem ampliado as possibilidades de desenvolvimento de cul-
tivares superiores por meio da edicao gendmica (Freitas-Alves et al.,
2025). No entanto, a aplicagdo dessas ferramentas em soja (Glycine
max) ainda enfrenta limitagdes técnicas, principalmente devido a bai-
xa eficiéncia dos processos de transformacéao e regeneracéo in vitro,
especialmente em cultivares elite (Xu et al., 2022).

Além disso, a selecéo de eventos transformados representa um gar-
galo significativo. O uso de marcadores baseados na resisténcia a
herbicidas, como o gene bar, apresenta eficiéncia dependente da
concentragao do agente seletivo e das condigdes de cultivo, poden-
do resultar em “escapes”, ou seja, na sobrevivéncia de tecidos nao
transformados (Hada et al., 2016). Nesse contexto, mesmo apés a
transformacgao e regeneracgéo de plantas, a confirmacao da transge-
nia ainda requer analises moleculares (PCR) aumentando o custo e 0
tempo na obtengao dos eventos transgénicos (Xu et al., 2020).

Outro aspecto importante da edigdo de plantas no sistema CRISPR/
Cas ¢ a segregacgao de eventos editados ndo transgénicos. A edigao
somente ocorre apos a insergdo da maquinaria de edicado no genoma
da planta via transgenia (T0), todavia a edigdo e a transgenia se-
gregam independentemente na geragao seguinte (T1); este processo
permite a selecao de eventos editados nao transgénicos. A utilizagao
de marcadores visuais facilita 0 avango de geragbes ao permitir a
triagem visual na progénie T1, sem a necessidade de genotipagens
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onerosas. Essa abordagem acelera a identificagdo de individuos
transgénicos, e otimizam a selecdo de linhagens editadas livres do
DNA exdgeno da maquinaria CRISPR/Cas.

Desta forma, o uso de proteinas fluorescentes, como a eYGFP-uv,
surge como uma alternativa promissora por permitir a identificagao
visual, precoce e ndo destrutiva de tecidos e sementes transgénicas
(Shimizu et al., 2017; Parveez; Majid, 2018; Subedi; Schrick, 2022).
Assim a utilizagdo do eYGFP-uv como marcador visual pode reduzir
a ocorréncia de escapes e minimizar a necessidade de genotipagens
ao longo do processo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o marca-
dor visual eYGFP-uv em diferentes etapas da transformacgao de soja
em sistema de edi¢ao via CRISPR/Cas.

Material e Métodos

Foi utilizado o vetor CRISPR/Cas pGS76244, contendo no T-DNA os
cassetes para expressao: do gene BAR (resisténcia ao glufosinato
de aménio), nuclease Cas12, RNA-guia (Inserto), e gene que codifica
para o marcador visual eYGFP-uv, sob respectivos promotores cons-
titutivos e terminadores de acordo com a Figura 1.

LB  pro35S E9 proUBI10 NOS-T Gm-U6 Insert pro35S HSP-T RB

Figura 1. Mapa do T-DNA contendo o cassete de edigdo CRISPR/Cas12.

O plasmideo foi sintetizado por empresa especializada, clonado em
Escherichia coli (DH50), e posteriormente introduzido em Agrobac-
terium tumefaciens (EHA105) por choque térmico, com selegcdo em
meio contendo antibidticos adequados.

A transformacao da cultivar elite de soja BRS 573 foi realizada via in-
feccdo de né cotiledonar, de acordo com o protocolo descrito por Ka-
namori et al. (2017). O crescimento do indculo bacteriano foi ajustado
para densidade o¢tica de 0,6 - 0,9 (OD600), centrifugado e as célu-
las bacterianas ressuspendidas em meio de co-cultivo suplementado
com acetoseringona (0,2 mM).

Sementes pré-embebidas foram submetidas a excisdo do eixo em-
brionario e injuria mecanica na regiao do n6 cotiledonar para facilitar
a infecgao bacteriana. Apds o co-cultivo (7 dias), os explantes foram
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lavados e transferidos para meios de indugdo de multibrotamento
(MIB1 e MIB2) por 15 dias cada, sob pressao seletiva de glufosinato
de amonio (3 mg/L e 6 mg/L).

Explantes com multibrotagdes foram transferidos para meio de alon-
gamento (MA), com subcultivos quinzenais. Brotagdes alongadas (>2
cm) foram submetidas ao enraizamento em meio ME. As plantulas
enraizadas foram aclimatizadas em substrato de areia e vermiculita
(1:1) e, posteriormente, transferidas para casa de vegetacado até o
final do ciclo.

A expressao do marcador eYGFP-uv foi avaliada por excitacdo ao
comprimento de luz 365 nm, com lanterna UV (Alonefire® SV004, 10
W), ao longo das fases in vitro e ex vitro. A fluorescéncia foi utilizada
para identificagcao visual de eventos transformados, discriminagéo de
plantas “escape” e monitoramento da expressao da maquinaria de
edicdo gendmica. Os padrdes de fluorescéncia foram registrados por
documentacéo fotografica.

Resultados e Discussao

A integracado do marcador eYGFP-uv no vetor pGS76244 permitiu o
monitoramento em tempo real da presenca da maquinaria de edigao
gendmica. A fluorescéncia foi observada nas fases de indugéo de
brotos (MIB1 e MIB2), alongamento (MA), enraizamento (ME) e de-
senvolvimento ex vitro.

Foram inoculados 283 explantes. Apds a fase de indugao inicial ob-
teve-se 184 explantes apresentando multiplas brotagdes em meio
MIB1. Ao final da fase MIB2, 53 explantes apresentaram algum sinal
de fluorescéncia associada a expressdo do eYGFP-uv, correspon-
dendo a aproximadamente 28,8% de explantes com qualquer sinal
visual de transgenia.

Ao final de MIB2 os explantes sem fluorescéncia foram descartados,
permitindo a eliminagao precoce de eventos “escape” e redugcao na
progressao de tecidos néo transformados. Nas fases iniciais (MIB1 e
MIB2), a fluorescéncia ocorreu em pequenas regides dos explantes,
indicando que a transformacé&o ocorre de forma pontual € ndo homo-
génea (Figura 2A-B). Nesta etapa também se observou a formagéao
de calos quiméricos com fluorescéncias internas, o que poderia ex-
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plicar a presencga de explantes com multibrotagdes ndo transgénicas
se desenvolvendo em meio seletivo (Figura 2C).

Durante a fase de alongamento (MA), a fluorescéncia permitiu a
distingdo entre brotagdes transgénicas e nao transgénicas, perma-
necendo estavel nos tecidos vegetativos ao longo de todo o desen-
volvimento in vitro (Figura 2D-E).

Figura 2. Desenvolvimento de explantes transgénicos in vitro sob luz UV-365 nm.
Pequenas brotagdes transgénicas se desenvolvendo em MIB1 (A); brotos transgéni-
cos maiores em desenvolvimento em MIB2 (B); porgéo interna de um calo quimérico
expressando eYGFP-uv (C); brotacdo alongada em meio MA (D); plantula em meio
de enraizamento (E).

Na fase ex vitro, quando as plantas estdo sob luz branca ou natural,
nao é possivel observar nenhuma diferenga visivel entre os eventos
transgénicos e n&o transgénicos. Todavia em ambientes escuros sob
iluminagcao UV-365 nm, foi possivel discriminar trés classes fenotipi-
cas com base no padrao de fluorescéncia: plantas nao transgénicas,
quiméricas e totalmente transgénicas.
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As plantas n&o transgénicas apresentam coloragao avermelhada en-
quanto as plantas transgénicas exibem fluorescéncia verde e unifor-
me em todos os tecidos, podendo variar de intensidade conforme o
evento gerado (Figura 3A). As plantas quiméricas apresentaram um
padrdo mosaico, variegado e bicolor vermelho e verde, tanto nas fo-
Ihas quanto nas vagens (Figura 3B e 3C). A expressao do eYGFP-uyv,
também pode ser observada em flores e nos embrides em desen-
volvimento, demonstrando a manutengéo da expressao ao longo do
ciclo (Figura 3D e 3E).

Figura 3. Desenvolvimento ex vitro de: plantas (A), folhas (B) e vagens (C), néo trans-
génicas, quiméricas e totalmente transgénicas. Flores (D) e sementes em desenvolvi-
mento (E), ndo transgénicas e transgénicas, sob luz UV-365 nm.

Os resultados demonstram que a selegdo baseada exclusivamente
em herbicida ndo é suficiente para eliminar o desenvolvimento de
plantas escape, e na auséncia do marcador visual a genotipagem
(PCR) é imprescindivel, porém mesmo assim esta € incapaz de dis-
criminar eventos quiméricos.
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Em contraste, o uso do marcador eYGFP-uv permite a identificagdo
visual, precoce e nao destrutiva de eventos completamente positi-
vos. Este marcador atua como um filtro contra plantas “escape”, que
frequentemente sobrevivem a selegdo quimica com glufosinato de
amobnio. Além da selecdo precoce, a grande vantagem no contex-
to das TIMPs é a facilitagdo do avango de geragdo. Essa estratégia
nao apenas reduz drasticamente os custos operacionais com PCR e
extracdo de DNA, mas também acelera a “limpeza” do background
genético da cultivar elite.

A utilizagdo do eYGFP-uv apresenta vantagens estratégicas signifi-
cativas quando comparada aos marcadores de seleg¢ado visual e his-
toquimica tradicionalmente empregados. Diferente do sistema GUS
(B-glucuronidase), que resulta na morte do tecido, o eYGFP-uv per-
mite uma triagem n&o destrutiva e em tempo real.

Embora sistemas baseados em pigmentagédo, como GmW1 e RUBY,
permitam a identificagdo visual de eventos transformados (Chen et
al., 2023, 2024), sua eficiéncia pode variar. Em relagdo ao RUBY, que
depende da expresséo coordenada de trés genes (betalainas), o eY-
GFP-uv destaca-se pela sua simplicidade genémica e menor carga
metabdlica para a célula vegetal, sendo um cassete unico e compac-
to. Além disso, marcadores como dsRed2 e a eGFP convencional
exigem sistemas de iluminagao e filtros de emissao especificos de
alto custo para a sua visualizagéo (Yan et al., 2026).

Em contraste, a variante eYGFP-uv é otimizada para detecgéo sob
luz ultravioleta de amplo espectro (365 nm), permitindo o uso de dis-
positivos de baixo custo, como lanternas portateis de LED UV, possi-
bilitando triagem rapida e nao destrutiva ao longo do processo.

Esses resultados reforgam a importancia de marcadores visuais
no monitoramento da transformagéo vegetal. Conforme demonstra-
do por Yuan et al. (2021), a utilizagdo do eYGFP-uv foi incorporada
com sucesso na transformagao por organogénese indireta de calos
de Arabdopsis, tabaco e papoula. Nossos resultados demonstraram
também a viabilidade do marcador visual na transformacao estavel
via organogénese direta de cultivares elite de soja.
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Conclusao

A aplicagao do eYGFP-uv integrada ao protocolo de transformagéao e
edi¢cdo gendmica no sistema CRISPR/Cas representa uma estratégia
eficiente para reduzir a ocorréncia de escapes e otimizar a selecéo
de eventos transformados em soja.
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