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EXTRATO

GESTEIRA, Abelmon da Silva, D.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2002. Avaliacao do Potencial Embriogénico de Cultivares de Soja e
Transformagdao com o Gene Citrato Sintase. Professor Orientador:
Maurilio Alves Moreira. Professores Conselheiros: Everaldo Gongalves de
Barros e Wagner Campos Otoni.

Avaliou-se o potencial genético de nove cultivares de soja em relagdo a
embriogénese somatica utilizando 24D como agente indutor a fim de
selecionar os genotipos mais responsivos para serem transformados com o
gene que codifica a citrato sintase (CS). Foi verificado um efeito marcante do
gendtipo nas respostas morfogénicas. Os cultivares Spring, CAC-1 e
COODETEC 201 apresentaram as melhores respostas, com médias de
producbes de embribes por cotilédone de 3263, 2760 e 26,80,
respectivamente. Cinco cultivares foram utilizados na fase de proliferagao.
Destes, os cultivares CAC-1 e Spring apresentaram altas frequéncias de
formacdo de agregados de embrides secundarios, 90,6% e 91,6%,
respectivamente. Para avaliar a fidelidade genética das plantas regeneradas
por este sistema embriogénico foram utilizados marcadores RAPD. Vinte
“primers” foram usados para avaliar 44 regenerantes do cultivar Spring e 28 do
cultivar CAC-1. Trés “primers” apresentaram bandas polimoérficas para dois
regenerantes do cultivar Spring, em relagdo a planta matriz, com uma
frequéncia de variagdo somaclonal de 4,5%. Para ‘CAC-1', quatro “primers”
mostraram polimorfismos em um regenerante, com frequéncia de variagdo de
3,5%. Estes resultados mostram que marcadores RAPD podem ser utilizados
para assegurar a estabilidade genética de plantas regeneradas via sistema de
embriogénese somatica em soja, garantindo a fidelidade genética dos
regenerantes. A taxa de variagdo somaclonal, avaliada em nivel molecular, foi
relativamente baixa para as plantas regeneradas (menor que 5%) quando
comparado & relatadas para outras espécies. Portanto, o protocolo de
embriogénese somatica com 180 UM de 24-D foi usado para obter plantas de
soja geneticamente modificadas com o gene CS. Apds selegdo dos cultivares
mais responsivos a embriogénese, seguiu-se a transformacdo genética.
Cotilédones dos cultivares Spring e CAC-1 foram utilizados para avaliar o nivel
de expressdo ftransitéria em resposta a transformacdo mediada por
Agrobacterium com o auxilio da sonicagdo. O tempo de sonicagdo foi de 2
segundos e os cotilédones foram co-cultivados em meio MSD40
suplementados e ndosuplementado com acetossiringona (100 pM). A
freqUéncia relativa da expressdo transitéria de gene GUS, na face adaxial dos
cotilédones, foi de 139% e 19,3% para os cultvares CAC-1 e Spring,
respectivamente, quando acetossiringona foi empregado. Porém, na auséncia
de acetossiringona, a frequéncia relativa reduziu para 0,37% e 1,46% para
CAC-1 e Spring, respectivamente. A avaliagdo da expressdo transitéria na
otimizagdo de sistemas de transformagdo serviu como suporte para
transformacdo com o gene CS. Agregados de embribes do cultivar CAC-1
foram transformados com o gene (CS) de Daucus carota e de Escherichia coli.
Um total de 26 embribes transformados com o gene CS de D. carota e 31 com
o gene CS de E. coli chegaram afase final para conversdo em plantas. Quando
colocados no meio de conversdo e germinagdo o processo de conversdo foi
iniciado com a emissdo dos primeiros foliolos. No entanto, logo em seguida



iniciava um forte processo de necrose dos foliolos com consequente morte das
plantulas. Sugere-se que o efeito necrdtico observado nos foliolos das
plantulas transgénicas poderia estar associado ao nivel de expressdao do gene
CS. Uma superexpressao desse gene levaria ao acumulo de citrato nas folhas,
inibindo a respiracdo o0 que acarretaria acumulo de piruvato. Piruvato em
excesso na folha é utlizado na sintese de lactato, causando elevagédo na
acidez. Este fato promoveria a necrose observada nos foliolos das plantulas de
soja transformadas com o transgene CS.



ABSTRACT

GESTEIRA, Abelmon da Siva, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2002. Evaluation of the embriogenic potencial of soybean
cultivars and transformation with the citrato sintase gene. Adviser: Maurilio
Alves Moreira. Committee Members: Everaldo Gongalves de Barros and
Wagner Campos Otoni.

The genetic potential of nine soybean cultivars were evaluated in relation
to the somatic embryogenesis using 2,4-D as inductor in order to select the
most responsive genotypes to be transformed with the gene that codifies citrate
synthase (CS). It was observed a strong effect of the genotype in the
morphogenic response. Spring, CAC 1 and COODETEC 201 cultivars showed
the best answers, with averages of embryo production for cotyledon of 32.6,
27.6 and 26.8, respectively. Five cultivars were used in the proliferation phase.
Of these, CAC 1 and Spring showed the highest frequencies in the formation of
secondary embryo clusters, 90.6% and 91.6%, respectively. It was concluded
that the embryogenic system optimized in this work can be employed for
soybean transformation once a responsive cultivar is used. RAPD markers were
used to evaluate genetic stability of regenerants of soybean plants obtained via
somatic embryogenesis using 180 pM 24-D. Twenty primers were used for
screening 44 regenerants from cultivar ‘Spring’ and 28 from cultivar ‘CAC 1.
Three primers were polymorphic for two of the Spring-derived regenerants, with
a somaclonal frequency of 4.5 %. Four primers were polymorphic for the CAC
1-derived regenerant, with a somaclonal frequency of 3.57%. The present
results indicate the usefulness of RAPD markers to detect genetic instability in
soybean primary regenerant plants derived from somatic embryogenesis, and
as a certification tool for monitoring genetic stability during the regeneration
process. Therefore, the somatic embriogenesis protocol with 180 UM 2,4-D was
used to obtain geneticaly modified soybean plants with the CS gene.
Cotyledons of the cultivar Spring and CAC-1 were used to evaluate the
transient expression level in response to sonication-assisted Agrobacterium-
mediated transformation. The time of sonication was of two seconds and the
cotyledons were co-cultivated in MSD40 medium supplemented or not with
acetosyringone (100 pM). The relative frequency of transient expression of GUS
gene, in the adaxial face of the cotyledons, was 13.9% and 19.3% for cultivar
CAC-1 and Spring, respectively, when acetosyringone was used. However, in
the absence of acetosyringone, the relative frequency reduced to 0.37% and
146% for CAC-1 and Spring, respectively. Optimization of the transient
expression in transformation systems gave support for transformation with the
CS gene. Embryo clusters of cultivar CAC-1 were transformed with CS gene
from Daucus carota and from Escherichia coli. A total of 26 transformed
embryos with the CS gene from D. carota and 31 with the CS gene from E. coli
was obtained for conversion into plants. When these embryos were placed in
the conversion and germination medium, the conversion process was initiated
by emitting the first leaflets. However, soon after it began a strong necrosis took
place of the leaflets with consequent death of the plants. It is suggested that the
necrotic effect observed in the leaflets could be associated with the level of
expression of the CS gene. Over expression of this gene would lead to citrate
accumulation in the leaflets, inhibiting the respiratory process. That would
induce piruvate accumulation. Piruvate in excess would be used for lactate

X



synthesis, causing an increase of the acidity. This fact would promote the
necrosis observed in the leaflets of the transformed soybean plants with the CS
gene.
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INTRODUCAO GERAL

A exsudacdo de dacidos organicos por raizes tem importante papel na nutrigdo
mineral de plantas (Delhaize et al., 2001) estando relacionado com os mecanismos de
tolerincia ao aluminio e de aquisigdo de fosforo pela planta (LopezBucio et al., 2000,
Delhaize et al,, 2001). O mecanismo de tolerdncia ao aluminio pela exsudacdo de acidos
organicos foi proposto por Miyasaka et al. (1991). Estes autores mostraram que o
sistema radicular do cultivar de feijao Rade, tolerante ao aluminio, quando crescido em
solugdo contendo aluminio exsuda dez vezes mais citrato que o cultivar de feijao
Romano, sensivel ao aluminio. Os 4cidos organicos quelam o aluminio fora da
membrana plasmatica, impedindo assim sua absorcado (Miyasaka et al. 1991). Além
disso, algumas espécies vegetais exsudam grande quantidade de 4cidos organicos
quando em deficiéncia de fosforo (LopezBucio et al., 2000, Delhaize et al., 2001). Em
solos alcalinos, o fosforo ¢ pouco disponivel para planta uma vez se que complexa com
calcio (Schachtman et al, 1998). Os acidos organicos podem deslocar fosforo de
complexos insoluveis tornando-o mais disponivel para absorcdo da planta (LopezBucio
et al., 2000).

Na América do Sul, onde cerca de 850 milhGes de hectares sdo solos acidos
(Herrera-Estrella, 1998) a toxidade do aluminio é compartilhada por varios paises ¢
chega a afetar cerca de 40% das terras cultivaveis no mundo (Foy, 1988). S6 m Brasil,
solos acidos, com baixa capacidade de troca cationica ¢ alta saturagdo de aluminio
toxico, atingem 205 milhdes de hectares (Herrera-Estrella, 1998). Embora a produgio
de culturas em solos acidos possa ser sustentada por aplicagdes de calcério, isto, muitas
vezes, ndo ¢ economicamente viavel (Foy, 1988).

A producdo de plantas transgénicas tolerantes ao aluminio pode ser considerada
uma importante estratégia para aumentar a producdo de culturas agronémicas em solos
acidos (Herrera-Estrella, 1998). A superprodugdo de citrato ¢ uma estratégia ideal para
producdo de plantas tolerantes ao aluminio (de la Fuente et al, 1997). Com esta
finalidade foi demonstrado que plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), transformadas
para superproduzir citrato aumentaram o efluxo de citrato com correspondente aumento
na tolerancia a aluminio (de la Fuente et al, 1997). Além disso, Lopez-Bucio et al.
(2000) verificaram que estas mesmas plantas de tabaco foram mais eficientes na
assimilaco de fosforo que plantas controle crescidas em solos alcalinos.

A transformagdo de plantas com genes de interesse, tal como gene que codifica

citrato sintase (CS) que confere tolerancia ao aluminio toxico, passa por um sistema de



regeneracdo in vitro. De acordo com Finer (1994), para obter transformagdo eficiente
faz-se necessario introduzir o DNA exdgeno em células totipotentes. Entretanto, atingir
estas células ¢ um processo dificil. Além disso, quando as células competentes a
regeneracdo sdo transformadas, as plantas regeneradas podem ser estéreis,
provavelmente como conseqiiéncia do longo tempo de manipulagdo in vitro (Santarém e
Ferreira, 1997). Duas vias regenerativas tém sido utilizadas para a regeneragdo de soja:
a organogénese ¢ a embriogénese somatica (Barwale et al., 1986). Ambas indicam a
ocorréncia de genotipo-especificidade nas respostas morfogénicas in vitro (Santarém e
Ferreira, 1997). A regeneragdo via embriogénese somatica em soja tem sido bastante
estudada (Lazzeri et al., 1985; Ranch et al, 1985; Finer e Nagasawa, 1988), com
reconhecido potencial para producdo de grande quantidade de embrides de plantas
independentemente transformadas (Finer ¢ McMullen, 1991). Esta metodologia tem
sido a mais utilizada para a transformagdo de soja devido a rapida proliferacio em meio
de cultura e pela baixa freqiiéncia de produgio de plantas quiméricas (Finer, 1988).

Um método rapido de inducdo de embrides somaticos em soja foi recentemente
descrito por Santarém et al. (1997). Os tecidos embriogénicos sdo induzidos a partir de
cotilédones imaturos em meio MS semi-solido suplementado 180 pPM de 24-D e
proliferados em meio MS semisélido contendo 90 UM de 24D (Bailey et al., 1993).
Os tecidos embriogénicos proliferativos sdo obtidos quatro semanas apds a indugdo, e
podem ser usados como tecido alvo para transferéncia de genes em células de soja,
evitando problemas associados com o longo tempo com culturas em suspensdo
(Santarém et al., 1997; Santarém e Finer, 1999).

A transformagdo de soja foi relatada pela primeira vez em 1988 por dois grupos
independentes, usando métodos diferentes. Hinchee et al. (1988) usaram transformagio
de nos cotiledonares mediada por Agrobacterium tumefaciens, enquanto McCabe et al.
(1988) transformaram d4pices meristematicos usando bombardeamento de particulas.
Apesar disto, o processo de transformagdo ainda estd longe de se tornar rotina (Trick et
al. 1997). Atualmente ambos os métodos t€m sido usados para transformagdo (Aragdo et
al., 2000; Hadi et al., 1996; Santarém et al., 1998, Santarém e Finer, 1999; Trick et al.,
1997; Zhang et al., 1999). Problemas associados ao bombardeamento de particulas
incluem a integracdo de multiplas copias ou copias fragmentadas do DNA introduzido
no genoma (Hadi et al., 1996; Trick et al., 1997). Por outro lado, o uso de transformacdo
mediada por Agrobacterium integra um baixo niimero de copias do gene no genoma da

planta (Santarém et al., 1998).



Varios esforgos t€m sido feitos para otimizar a transformacdo mediada por
Agrobacterium (Trick et al., 1997; Zhang et al, 1999;Yan et. al., 2000). Um novo
procedimento, no qual os explantes sdo expostos por breve periodo de tempo ao
ultrasom, na presenca de Agrobacterium, o que provoca microferimentos na superficie
do tecido foi relatada por Trick et al. (1997). Esses microferimentos possibilitam a
Agrobacterium  atingir camadas de células potencialmente regenerativas  mais
profundamente nos tecidos, aumentando a probabilidade de infeccdo das células da
planta. Além de auxiliarem na produgdo de sinais fendlicos (Stachel et al, 1985),
induzindo os genes de viruléncia (vir) da bactéria.

Este trabalho teve como objetivos selecionar cultivares de soja mais responsivos
ao protocolo de embriogénese somatica usando 180 uM de 24D para serem utilizados
em protocolos de transformacdo, avaliar a fidelidade genética das plantas regeneradas
por este sistema embriogénico, € obter soja tolerante ao aluminio pela integracdo do

transgene citrato sintase de Escherichia coli e Daucus carota.
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CAPITULO 1

RESPOSTA DE NOVE CULTIVARES DE SOJA [Glycine max (L.) Merrill] A
EMBRIOGENESE SOMATICA

ABSTRACT - The genetic potential of nine soybean cultivars were evaluated in relation
to the somatic embryogenesis using 24D as inductor in order to select the most
responsive genotypes to be transformed with the gene that codifies citrate synthase
(CS). It was observed a strong effect of the genotype in the morphogenic response.
Spring, CAC 1 and COODETEC 201 cultivars showed the best answers, with averages
of embryo production for cotyledon of 32.6, 27.6 and 26.8, respectively. Five cultivars
were used in the proliferation phase. Of these, CAC 1 and Spring showed the highest
frequencies in the formation of secondary embryo clusters, 90.6% and 91.6%,
respectively. It was concluded that the embryogenic system optimized in this work can

be employed for soybean transformation once a responsive cultivar is used.

Additional index terms : somatic embryogenesis; soybean; Glycine max.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial genético de nove
cultivares de soja em relacdo a respostas a embriogénese somatica utilizando 2,4-D
como agente indutor. Foi verificado um marcante efeito do gendtipo nas respostas
morfogénicas. Os cultivares Spring, CAC-1 e COODETEC 201 apresentaram as
melhores respostas, com médias de producdes de embrides por cotilédones de 32,6, 27,6
e 26,8, respectivamente. Cinco cultivares foram utilizados na fase de proliferagao.
Destes, os cultivares CAC-1 e Spring apresentaram altas freqiiéncias de formacdo de
agregados de embrides secundarios, 90,6% e 91,6%, respectivamente. Conclui-se que o
sistema embriogénico utilizado pode ser empregado em trabalhos de transformagao

desde que um cultivar responsivo seja usado.

Termos adicionais para indexagao: embriogénese somatica, soja, Glycine
max.



INTRODUCAO

A soja ainda permanece particularmente recalcitrante para manipulagéo
genética e o processo de transformacédo ainda ndao pode ser considerado como
rotina (Trick et al., 1997). Um dos fatores limitantes a transformagdo € a
resposta desta espécie ao cultivo in vitro. De acordo com Finer (1994), para
obter transformacgéo eficiente faz-se necessario introduzir o DNA exdgeno em
células totipotentes. Duas vias regenerativas tém sido utilizadas para
regeneragdo desta espécie, a organogénese e embriogénese somatica
(Barwale et al., 1986). Ambas indicam a ocorréncia de gendtipo-especificidade
nas respostas morfogénicas in vitro (Santarém e Ferreira, 1997).

A via organogénica tem sido estudada extensivamente (Cheng et al.,
1980; Barwale et al., 1986; Wright et al., 1991; Meurer et al., 1998) e usada em
protocolos de transformagdo para recuperar plantas transgénicas de soja
(Hinchee et al., 1988; Di et al, 1996; Zhang et al., 1999; Donaldson e
Simmonds, 2000). Também a regeneragao via embriogénese somatica em soja
tem sido bastante estudada (Lazzeri et al., 1985; Ranch et al., 1985; Finer e
Nagasawa, 1988) com reconhecido potencial para produgdo de grande
quantidade de embrides de plantas independentemente transformadas (Finer e
McMullen, 1991). Esta ultima tem sido mais utilizada para transformagéo de
soja, devido a sua rapida proliferacio em meio de cultura e pela baixa
freqiéncia de producdo de plantas quiméricas (Finer, 1988). Isto porque,
observagbes histologicas indicam que os embrides somaticos secundarios
proliferam a partir de uma unica célula na superficie dos embrides primarios
(Finer, 1988). Entretanto, o tempo necessario para o estabelecimento de uma
linhagem de células competentes a transformacdo pode levar de seis a doze
meses, e, muitas vezes, as plantas regeneradas a partir destas linhagens
apresentam fertilidade reduzida ou sao estéreis (Hadi et al., 1996).

Varios trabalhos de otimizagdo do sistema embriogénico demonstram
que varios fatores influenciam a embriogénese somatica em soja, dentre eles,
destacam-se o agente solidificante (Huang et al, 1995), o tipo de explante
(Hartweck et al., 1988; Buchheim et al., 1989; Calvo, 1989), o pH (Komatsuda e
Ko, 1990), e o gendtipo (Komatsuda e Ohyama, 1988; Komatsuda et al., 1992).
Os tecidos embriogénicos podem ser proliferados em meio liquido (Finer, 1988)
ou semisolido (Santarém et al., 1997). Esse ultimo permite um menor tempo de
obtencédo e proliferacdo de tecidos embriogénicos usados para a transformacéo
(Santarém e Ferreira, 1997).

Existem muitas variacdes entre diferentes laboratérios quanto ao
sistema embriogénico utilizado para transformagédo, o que denota a dificuldade
de identificacdo de condigbes O6timas para transformagdo e regeneragéo de
plantas de soja (Meurer et al., 2001). Assim a otimizacdo do sistema
embriogénico pode aumentar o potencial para produgdo de um grande numero
de linhas transgénicas independentes. Até o presente, um numero limitado de
cultivares de soja tem mostrado respostas embriogénicas satisfatérias (Parrott
et al., 1989; Simmonds e Donaldson, 2000; Meurer et al., 2001). Neste sentido,
o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial genético de nove cultivares de
sOja em resposta ao cultivo in vitro.



MATERIAL E METODOS

Nove cultivares comerciais de soja [Glycine max (L.) Merr.] foram usados neste
trabalho: UFV 16, CAC-1, COODETEC 203 (CD 203), CS 303, Doko, Spring,
COODETEC 201 (CD 201), IAC100 e Conquista. As plantas se desenvolveram sob
fotoperiodo natural em casa de vegetagdo, sob aquecimento controlado, em vasos (34 X
15 cm) contendo uma mistura de terra com esterco de curral, na propor¢do 3:1. Foram
cultivadas trés plantas por vaso.

As vagens, contendo sementes imaturas, foram coletadas de plantas
vigorosas e sadias, entre 15 a 20 dias apds o florescimento e armazenadas
durante a noite a 4 °C. A desinfestagdo das vagens constou da imersédo em
alcool 70%, por 1 minuto, hipoclorito de sédio 2,5% (v/v) e trés gotas/100mL de
Tween 20, por 20 minutos. Em seguida, foram feitos trés enxaglies em agua
destilada estéril, a fim de remover o excesso de hipoclorito. As vagens foram
dissecadas com um auxilio de pincas e bisturi as sementes foram
individualizadas e o embrido retrado. Os pares cotiledonares foram
transferidos para meio de indugdo com a face abaxial em contato com o meio
(Santarém et al., 1997). Todos os procedimentos relatados foram feitos sob
condigbes assépticas, em camara de fluxo laminar.

O cultivo foi dividido em inducdo e proliferagdo. No processo de indugdo da

embriogénese somatica, foram cultivados 10 pares de cotilédones em placas de Petri (90
x 15 mm), com 25 ml de meio MSD40 (Finer e Nagasawa, 1988), contendo sais de MS
(Murashige e Skoog, 1962) meia forga, vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 100 mg/L
inositol, 3 % de sacarose, 0,2 % de Gelrite", 180 pM de 2,4-D e pH 7. Em seguida, as
placas de Petri foram fechadas com filmes transparentes de PVC. Cada placa com 10
pares de cotilédones constituia uma repeticdo, totalizando 40 cotilédones. As culturas
foram incubadas a temperatura de 28 + 1 °C, sob fotoperiodo de 16 horas ¢ irradiancia
de 2530 pmol m” s*. Os explantes permaneceram nesse meio por um periodo de 30
dias conforme descreve Santarém et al, (1997). Em seguida, os embrides, porventura
diferenciados, foram transferidos para meios de manutengao e proliferacdo.

Selecionowse os agregados de embrides primarios na fase globular para
prosseguir para fase de proliferagdo das culturas embriogénicas e¢ foi utilizado o meio
MSD20 (Wright et al., 1991) contendo sais MS meia forca, vitaminas B5, 100 mg/L de
inositol, 3 % de sacarose, 0,2 % de GelriteD, 90 pM de 24-D e pH 5,8. Cinco placas
com 20 grupos de embrides primarios foram colocados no meio de proliferacdo dos
cultivares Spring, CAC-1, UFV16, COD203 e¢ COD201. As culturas foram mantidas
sob subcultivos quinzenais, sob as mesmas condi¢oes conforme descrito para fase de
inducdo. Em cada subcultivo procedewrse a selecdo dos tecidos embriogénicos, onde

foram escolhidos os embrides na fase globular.



A avaliagdo das culturas na fase de inducio levou em consideragdo os seguintes
pardmetros: freqiiéncia de embriogénese (nimero de cotilédones embriogénicos por
numero de cotilédones utilizados); média de embrides produzidos por cotilédone
(nimero total de embrides produzidos por numero de cotilédones) e eficiéncia
(freqiiéncia de embriogénese vezes a média de embrides produzidos), conforme descrito
por Calvo (1989). Os experimentos de inducdo foram repetidos uma vez. A avaliagio
das culturas na fase de proliferacdo levou em consideracdo a freqiiéncia de formagdo de
agregados embriogénicos acima de 04 cm. Para avaliar o efeito de tratamento na
inducdo da embriogénese somatica e na proliferacdo fezse andlise de variancia e as

médias foram comparadas pelo teste Tukey, com P=0,01.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacdo de embrides na superficie adaxial foi observada a partir de duas
semanas de inducdo (Figura 1 e2). A média de embrides por cotilédone variou de 4,60 a
32,63 para os cultivares CS 303 e Spring, respectivamente . Os cultivares mais
responsivos & inducdo embriogénica foram CAC-1, Spring ¢ CD 201 que produziram
médias cinco vezes superiores aos gendtipos CS 303 e Doko (Figura 1). As fracas
respostas para os cultivares CS303 e Conquista podem ser atribuidas a baixa qualidade
das sementes na época de colheita (15 a 20 dias apdés o florescimento) as quais
encontravamrse enrugadas, apesar da aparéncia normal de suas vagens. Portanto, o
estddio de desenvolvimento dos cotilédones imaturos € critico para o sucesso da inducdo
(Lippmann e Lippmann , 1984, Lazzeri et al., 1985, Ranch et al, 1985). Como pode ser
visto, a selegdo de explante de tamanho uniforme n3o assegura o estddio de
desenvolvimento uniforme entre diferentes gendtipos (Bailey et al, 1993). Assim,
diferengas genotipicas para capacidade de indugdo podem ser minimizadas por selecdo
de explantes baseada em critérios diferentes ao comprimento da semerte (Bailey et al,
1993). Um bom parametro ¢ utilizar cotilédones, entre 4 a 7 mm, que apresentam cor
verde e translucida.

Na Figura 3 encontra-se a freqiiéncia de cotilédones com embrides e a eficiéncia
da embriogénese. A freqiiéncia de indugdo entre os diferentes cultivares variou de
76,25%, para CS 303, a 100% para os cultivares CAC-1, Spring e CD 201. Bailey et al.
(1993) trabalhando com cinco genotipos encontraram freqiiéncia de indugdo variando de
46% a 94% para o genodtipo PI 417138 e Centennial, respectivamente. No presente
trabalho apenas os cultivares CS303 e Conquista apresentaram freqiiéncias abaixo de
80%. Os cultivares que apresentaram as maiores meédias de embrido também
apresentaram maiores freqiiéncias. Calvo (1989), trabalhando com varios niveis de 24-
D, concluiu que a elevagdo da concentragdo da auxina aumentou o niimero de embrides
formados, permanecendo relativamente constante a freqiiéncia da embriogénese. Deste
modo, pode se admitir que o potencial embriogénico do explante ja estaria pré-
determinado e que a auxina sO estaria contribuindo para que um grupo destas células

entrasse ¢ se mantivesse coordenadamente em divisdo celular (Calvo, 1989, Finer,

1988).
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Figura 1 — Médias do numero de embrides somaticos aos 21 dias de cultivo no
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Figura 2 — Resposta embriogénica primaria em cotilédones imaturos do cultivar Spring
em meio de indugdo (MSD40), aos 21 dias de cultivo. (Barra = 1 mm)
A eficiéncia da indugdo embriogénica diferiu entre os cultivares variando de

3,51 para o cultivar CS 303 a 32,63 no cultivar Spring (Figura 3). A eficiéncia reflete

muito mais o comportamento da média do que da freqiiéncia de ndugdo. Calvo (1989)



trabalhando com 5 gendtipos encontrou uma variagdo na eficiéncia de 0,27 no cultivar
IAC-9 24,281 no cultivar IAS-1, em meio suplementado com 45 uM de 2,4-D.

Uma vez induzida a embriogénese em cotilédones imaturos, ndo € necessario
manter estes tecidos sob as mesmas condigdes para proliferacdo (Santarém et al., 1997).
De acordo com Meurer et al. (2001), a mensuracdo da embriogénese na fase de
proliferagdo ¢ muito dificil e pouco precisa comparativamente a de indugdo. Devido a
essa dificuldade para mensurar a formagdo de embrides secundarios, avaliou-se apenas a
freqiiéncia de formacdo de agregados de embrides secundarios para os cultivares mais
responsivos (Spring, CAC-1, UFV 16, COD 203 e COD 201) na fase de indugdo.
Selecionouw-se os agregados dos embrides primarios que apresentavam embrides bem
definidos na fase globular para prosseguir a fase de proliferacdo. A freqiiéncia de
formacdo de agregados de embrides secundarios foi maior nos cultivares CAC-1 e
Spring (Figura 4). A auséncia de correlagdo entre as fases de indugdo e proliferagdo tem
sido observada em alguns trabalhos (Bailey et al., 1993, Simmonds ¢ Donaldson, 2000).
O cultivar CD 201, que na fase de indugdo apresentou a terceira maior média entre os
nove cultivares, foi o que teve a menor freqiiéncia de proliferagdo entre os cinco
avaliados na fase de proliferacgo.

Como se pode observar em nosso estudo, o genotipo teve um efeito marcante na
inducdo da embriogénese. Estudos prévios t€m documentado o efeito do genotipo na
indugdo da embriogénese somatica em soja usando diferentes protocolos (Ranch et al.,
1985, Calvo, 1989, Komatsuda e Ohyama, 1988, Komatsuda et al, 1991, Shoemaker et
al, 1991, Bailey et al, 1993, Santarém et al, 1997, Simmonds e Donaldson, 2000,
Meurer et al., 2001,).

Meurer et al. (2001) relataram que o uso apropriado de um protocolo pode
permitir a repeticdio da inducdo embriogénica em qualquer localizagdo, contanto que um
gendtipo responsivo seja usado. Este forte efeito do gendtipo da planta doadora do
explante também pode ser conseqiiéncia do estado fisiologico da mesma, levando-se em
consideracdo que cada gendtipo apresenta sua maior ou menor adaptagdo a uma
determinada condico ambiental (Calvo, 1989, Bailey et al., 1993). Entretanto, a base
genética para resposta a embriogénese somatica ndo estd bem definida, uma vez que
estudos com cultivares relacionados geneticamente ndo apresentaram 0S MmMESMOS
padrdes de respostas (Bailey et al, 1993; Tian et al, 1994, Simmonds e Donaldson,
2000, Meurer et al., 2001, ). N presente estudo, o cultivar CS 303, que ¢ uma selegdo
do cultivar CAC-1, n3o apresentou uma resposta satisfatoria a indugdo quando

comparado ao cultivar CAC-1. Resultados semelhantes foram obtidos por Meurer et al.



(2001) que recomendam o uso do cultivar Kunitz em protocolos de embriogénese
somatica. Entretanto, Kunitz ¢ uma linha isogénica muito proxima ao cultivar Williams
(Bernard et al., 1991), e este ainda permanece recalcitrante com respeito a embriogénese
somatica (Meurer et al., 2001).

Entre varios cultivares testados nos mais diversos trabalhos de embriogénese
somatica o cultivar Jack temse mostrado superior aos demais (Santarém et al., 1997,
Meurer et al., 2001). Santarém et al. (1997) trabalhando com esse cultivar conseguiram
uma média de 44,2 embrides somaticos utilizando 180 UM de 24-D. Meurer et al.
(2001) avaliando a embriogénese somatica em trés regides dos EUA mostram que o
cultivar Jack, juntamente com os cultivares Kunitz e Fayette, apresentaram as maiores
médias de embrides primarios. Em nosso estudo os cultivares CAG1 e Spring que
foram os mais responsivos & embriogénese somatica, apresentaram respostas a inducgdo
embriogénica equivalentes aos valores obtidos por Santarém et al. (1997) para o cultivar
Jack. Principalmente se considerarmos que varios cotilédones podem ser utilizados com
certa facilidade para inducdo embriogénica, € mesmo que ndo apresentem uma
excelente resposta, esta pode ser suficiente para expansdo e propagacdo da cultura,
porém em longo prazo (Bailey et al., 1993)

Um dos fatores que contribuem para otimizagdo do sistema embriogénico em
soja € que pouco se comenta na literatura € o estado fisiologico da planta doadora. A
inducdo da embriogénese somatica a partir de plantas que sofreram algum tipo de
estresse geralmente ¢ mal sucedida. Neste trabalho, as tentativas de induzir
embriogé€nese em plantas em épocas de baixas temperaturas, mesmo em plantas em casa

de vegetagcdo com aquecimento, foram mal sucedidas (dados ndo mostrados).
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Figura 3 - Frequéncia e eficiéncia da producdo de embrides somaticos em
cultivares de soja aos 21 dias no meio de indugao (MSD40).
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Figura 4 - Freqiiéncia da proliferacdo de cultivares de soja (formagdo de embrides
secundarios). Médias seguidas pela menos uma mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 1 % de probabilidade.

O protocolo utilizado neste experimento englobou informagoes disponiveis na
literatura que buscam otimizar o processo de embriogénese somatica em soja. A
implantacdo do experimento levou em consideracdo principalmente o estado fisiologico
da planta doadora do explante, orientacio do explante, pH do meio, concentracdo de
24-D e agente solidificante a fim de selecionar genétipos para serem utilizados em
protocolos de transformac@o genética. Existem duas estratégias principais para aumento
de linhas transgénicas férteis a partir de culturas embriogénicas: a selecdo de cultivares

com potencial embriogénico e/ou o uso de cultivares mais responsivos a embriogénese
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para manipulagdo genética com transferéncias dos transgenes para outros cultivares por
retrocruzamentos (Meruer et al. 2001). O presente trabalho sugere que os cultivares
Spring, CAC-1 e CD 201 podem ser usados com estas finalidades, com grande
possibilidade de sucesso para obtencdo de tecidos embriogénicos e linhagens

transgénicas.
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CAPITULO 2

DETECGAO DA INSTABILIDADE GENETICA EM PLANTAS DE SOJA
DERIVADAS DE EMBRIOGENESE SOMATICA DETERMINADA POR RAPD

ABSTRACT - RAPD markers were used to evaluate genetic instability of
regenerants of soybean plants obtained via somatic embryogenesis using 180
UM 24-D. Twenty primers were used for screening 44 regenerants from cultivar
Spring and 28 from cultivar CAC-1. Three primers were polymorphic for two of
the Spring-derived regenerants, with a somaclonal frequency of 4.5%. Four
primers were polymorphic for the CAC-1-derived regenerant, with a somaclonal
frequency of 3.5%. The present resuts indicate the usefulness of RAPD
markers to detect genetic instability in soybean primary regenerant plants
derived from somatic embryogenesis, as a certification tool for monitoring

genetic fidelity during the regeneration process.

Additional index terms: somatic embryogenesis; soybean; somaclonal
variation, RAPD

RESUMO - Marcadores RAPD foram usados para avaliar a instabilidade
genética de plantas regenerantes de soja obtidas via embriogénese somatica
usando 180 pM 24-D. Vinte primers foram usados para avaliar 44
regenerantes do cultivar Spring e 28 do cultvar CAC-1. Trés primers
apresentaram bandas polimorficas para dois regenerantes em relagdo ao
cultivar Spring, com uma frequéncia de variagdo somaclonal de 4,5%. Para
‘CAC-1’, quatro primers mostram polimorfismos em apenas um regenerante,
com uma frequéncia de variacdo de 3,5 %. Estes resultados mostram que
marcadores RAPD podem ser utilizados para avaliar a estabilidade genética de
plantas regeneradas via sistema de embriogénese somatica em soja,

monitorando a fidelidade genética dos regenerantes.

Termos adicionais para indexagado: embriogénese somatica, soja, variagao

somaclonal, RAPD



INTRODUGAO

A soja ¢ uma espécie vegetal de dificil manipulagdo in vitro. No entanto pode ser
regenerada via organogénese ou embriogénese somatica (Ranch et al., 1985; Barwale el
al., 1986). Ambos os métodos de regeneragdo podem ser utilizados para a transformagao
genética. A capacidade de regeneragdo de embrides somaticos a partir de cotilédone
zigbtico imaturo foi primeiro relatada por Lippmann e Lippmann (1984) e protocolos
foram desenvolvidos e melhorados (Lazzeri et al, 1985, Ranch et al., 1985, Finer e
Nagasawa, 1988, Buchheim et al.,1989). Mais recentemente, um processo rapido de
indugdo de embrides somaticos foi descrito por Santarém et al. (1997).

A variagdo somaclonal € uma variagdo observada entre plantas regeneradas in
vitro (Larkin e Scowcroft, 1981). E definida como a variagdo que surge de novo durante
um periodo de diferenciacdo celular entre o cultivo de um explante e a producdo de
regenerantes (Munthali et al.,, 1996). Essas variagdes sdo herdaveis, transmitidas pela
meiose ¢ sdo, geralmente, irreversiveis. Podem ser observadas em nivel fenotipico ou
genotipico (Fourré et al, 1997) e avaliadas por amilises fenotipicas, numero e estrutura
de cromossomos, proteinas ou avaliagdo direta do DNA das plantas (De Klerk, 1990).
Técnicas de RFLP ¢ RAPD tém sido utilizadas para caracterizacdo molecular de plantas
derivadas de cultura de tecidos. Entretanto, a camplexidade de andlise com RFLP, ¢ o
alto custo relativo sdo desvantagens como aplicagdo rotineira em sistemas de
micropropagacdo (Rani et al. 1995). A analise com RAPD pode evitar esses problemas
associados com a andlise de RFLP. A vantagem dessa técnica éque um grande nimero
de amostras pode ser analisado de forma rapida e econdmica, necessita de pequena
quantidade do material, independe da expressdo ontogénica, ¢ a maioria do genoma
pode ser avaliado potencialmente com numero ilimitado de marcadores (Isabel et al.,
1993).

A variagdo somaclonal ocorre em diferentes leguminosas (Barwale ¢ Widholm,
1987) e tem sido observada em varias espécies cultivadas in vitro (Patel e Berlyn, 1982;
Hakman et al. 1984, Renfroe ¢ Berlyn 1985; Roth et al., 1997). A variagao induzida por
cultura de tecidos em soja tem sido relatada por Barwale e Widholm (1987), Graybosch
et al.,, (1987), Freytag et al., (1989), Amberger et al., (1992) ¢ Hawbaker et al., (1993).
Barwale ¢ Widholm (1987), comparando a freqiiéncia de mutagdes em plantas de soja,
regeneradas pelos sistemas embriogénico e organogénico, ndo observaram diferenca
significativa entre freqiiéncias de mutagdes entre estes sistemas. Hildebrand et al.

(1989) examinaram as progénies R1 ¢ R2 de 10 plantas de soja regeneradas via sistema



embriogénico e ndo observaram nenhuma variante estavel. Shoemaker et al. (1991)
concluiram que o nivel de 24-D influencia a freqiiéncia de mutagdo induzida por
cultura de tecidos em soja. Estes autores mostraram que ocorre uma alta freqiiéncia de
variagdo induzida por cultura de tecidos quando cotilédones imaturos sdo iniciados em
meio de MS (Murashige e Skoog, 1962) com baixos niveis de 24-D. Porém, ndo
encontraram correlagdo entre a concentragdo de 2,4-D no meio e o tipo de variantes
observados.

O processo de obtengcdo de soja transgénica geralmente passa pelo
sistema de embriogénese somatica (Sato et al., 1993, Trick e Finer, 1998, Finer
e Finer, 2000, Yan et al., 2000). Portanto, faz-se necessario que as plantas
regeneradas, via embriogénese somatica, sejam similares a planta matriz.
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a fidelidade genética de
plantas regeneradas em nivel molecular, via embriogénese somatica,

utilizando-se 24-D (180 pM) como auxina indutora, mediante triagem com

marcador tipo RAPD em dois cultivares de soja.



MATERIAL E METODOS

Dois cultivares de soja, ‘Spring e ‘CAC-1’, foram utilizados neste
experimento. Vagens jovens com sementes de 4 a 6 mm de comprimento
foram coletadas de plantas cultivadas em casa-de-vegetacao,
aproximadamente 15 a 20 dias ap6s o florescimento. As vagens foram
desinfestadas por dois minutos em etanol 70% (v/v), seguido de 20 minutos em
agua sanitaria comercial (1% de hipoclorito de sodio), contendo trés
gotas/100mLde Tween 20. Apds trés lavagens em agua destilada estéril as
sementes foram dissecadas com o auxilio de pinca e bisturi e excisados os
pares cotiledonares, os quais foram transferidos para o meio de indugdo com a
face abaxial em contato com o meio (Santarém et al., 1997). Foram colocados
10 pares cotiledonares por placa de Petri e o numero de cotilédones por
cultivar foi de 30.

O cultivo foi dividido em fases de indugdo, maturagéo e conversdo. O
meio de indugdo incluia o meio MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado
com 180 pM de 24-D, 3% de sacarose e 0,2% de gelrite. As condicbes de
incubagédo constaram da temperatura de 28 + 1 °C, 16 horas de fotoperiodo e
iradiancia de 25-30 pmol m? s'. As mesmas condicdes de incubagéo foram
utilizadas nos trés estadios. Apds um més de inducdo os embrides somaticos
foram transferidos para meio de histodiferenciacdo MSMGAC (sais MS,
vitaminas B5, 6% de maltose, 0,5 % de carvdo ativado, 0,2 % de Gelrite” e pH
5,8) conforme descrito por Bailey et al. (1993), onde permaneceram por 10
dias. Em seguida os embrides foram transferidos para o meio de maturagéo
conforme Bailey et al. (1993).

Foram coletadas duas ou trés folhas de plantas individuais propagadas
in vitro, devidamente identificadas, totalizando 44 plantas para ‘Spring e 28
plantas para ‘CAC-1'. Também foram coletadas, em casade-vegetagéo, folhas
jovens de duas plantas controle para cada cultivar. O DNA das folhas foi
extraido e purificado, seguindo a metodologia descrita por Doyle e Doyle
(1990). O DNA foi quantificado em espectrofotbmetro, considerando-se que
uma ODy € equivalente a, aproximadamente, 50 ngpl de DNA fita dupla. A
qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%,

corado com brometo de etidio.



As plantas regeneradas foram avaliadas com 20 ‘primers’ decdmeros. Cada reagio
de amplificacdo de 25 pl continha 25 ng de DNA, 0,1 mM de cada um dos
deoxinucleotidios (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); MgCl, 2,0 mM; Tris-HCl 10 mM (pH
83), KCl 50 mM e 04 puM de um oligonucleotidio iniciador ou “primer” (Operon
Technologies, Alameda, CA, EUA); e uma unidade de Taq DNA polimerase.

As reacdes de amplificagdo foram efetuadas em termociclador (Perkin-
Elmer modelo 9600), de acordo com Wiliams et al. (1990). Os ciclos de
amplificagdo foram constituidos de uma etapa de desnaturagdo a 94 °C, por 15
segundos, uma etapa de ligagdo do “primer” ao DNA molde a 35 °C, por 30
segundos, e uma etapa de extensdo a 72 °C, por um minuto. Depois de 40 ciclos,
efetuou-se uma Ultima etapa de extenséo a 72 °C, por sete minutos. Os produtos
de amplificagcdo foram separados em gel de agarose 1,2% contendo 0,2 pg/mL de
brometo de etidio, imerso em tampao TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH
8,0). As bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas
com o sistema de fotodocumentacido “Eagle Eye I’ (STRATAGENE). Apenas

bandas fortes foram consideradas na analise dos géis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utiizados 20 “primers” para avaliar a fideldade das plantas
regeneradas de dois cultivares. Um total de 98 e 108 bandas foram geradas
com estes “primers” para os cultivares Spring e CAC-1, respectivamente. Trés
“primers” foram polimérficos para o cultivar ‘Spring e seus regenerantes
(OPA0O7, OPCO07, e OPAD11) e quatro “primers” com o cultivar ‘CAC-1" e seus
regenerantes (OPC07, OPWQ09, OPBA10 e OPBA14). Consideraram-se apenas
as bandas fortes (Figuras 1 e 2). O numero de bandas para cada “primer’
utilizado, variou de duas para o ‘primer OPQO02, nos dois cultivares, a oito para
o “primer” OPCO7 no cultivar Spring € nove para o “primer” OPT04, no cultivar
CAC-1.

Apenas o “primer’ OPCO07 apresentou polimorfismo nos dois cultivares
analisados. Para o cultivar ‘Spring’ o polimorfismo foi caracterizado pela
auséncia de banda no regenerante variante RSpring-9 e presenga de banda no
regenerante variante RSpring-18 (Figura 1, setas “d” e “f’, respectivamente). Ja
no cultivar CAC-1 o polimorfismo foi caracterizado por auséncia de banda (seta
“a@”) no regenerante variante RCAC1-25 (Figura 2).

O “primer” OPAO7 gerou trés bandas polimorficas no cultivar ‘Spring,
uma banda no regenerante variante, RSpring-9, e duas no regenerante variante
RSpring-18. O polimorfismo associado a este “primer’ caracterizou-se pela
presenca e auséncia de bandas no regenerante RSpring-18, (Figura 1, setas

‘v’ e “C’), e intensidade de banda no regenerante variante RSpring-9, (Figura 1,
seta “@”). O polimorfismo gerado pelo “primer” OPAD11 caracterizou-se por
auséncia de banda e presenga de banda no regenerante RSpring-9,
caracterizado, (Figura 1, seta “f").

O “primer’ OPAWO09 gerou duas bandas polimorficas no RCAC1-25, as
setas “b” e “c” indicam auséncia de banda (Figura 2). Com o “primer” OPBA10
foi detectada a perda de trés bandas no regenerante RCAC1- 25, (Figura 2,
setas “d’, “€” e “’). Ja com o “primer’ OPBA14 foi detectada perda de uma

[[P=l)

banda neste regenerante (Figura 2, seta “g”).
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Figura 1
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— Andlise eletroforética de fragmentos RAPD obtidos com os ‘“primers’

OPA07, OPC07 e OPADI11 a partir do cultivar ‘Spring’ e seus regenerantes.
As linhas 5, 10 e 13 mostram produtos de RAPD da ‘Spring’, as linhas 1, 6
e 11 mostram produtos de RAPD do regenerante variante RSpring-9, e as
linhas 4, 9 e 12 do regenerante variante RSpring-18. As linhas 2, 3, 7 ¢ 8 sdo
dos regenerantes normais. M — DNA lambda digerido com EcoRI, BamHI e
Hindlll. As setas indicam auséncia ou presenga de bandas polimorficas.
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Figura 2 — Andlise eletroforética dos fragmentos RAPD obtidos com os “primers”

OPCO07, OPCW09, OPBA10 ¢ OPBAI14 a partir da cultivar CAC-1 ¢ seus
regenerantes. Linhas 4, 9, 14 e 18 mostram produtos de RAPD do cultivar
CAC-1, as linhas 2, 6, 11 e 15 do regenerante variante RCAC1-25. As
linhas 1, 3, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 15 e 17 sdo dos regenerantes normais. M —
DNA lambda digerido com EcoRl, BamHl e Hindlll. As setas indicam
auséncia ou presencga de bandas polimorficas.

Duas plantas de um total de 44 apresentaram variagbes no padrao de

bandas amplificadas para o cultivar ‘Spring: RSpring-9 e RSpring-18. Isto

equivale a uma frequérncia de variagdo somaclonal de 4,5% com um total de
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15% de “primers” polimorficos e aproximadamente 7% de bandas polimérficas.
Para ‘CAC-1" apenas uma planta de um total de 28 apresentou variagbes no
padrao de bandas, RCAC1-25, com frequéncia de variagdo somaclonal de
3,57% com um total de 20% “primers” polimorficos e aproximadamente 6% de
bandas polimorficas. Hawbaker et al. (1993) relataram que as porcentagens de
linhas que eram significativamente diferentes do controle para uma gama de
caracteristicas variaram de 2,7% para conteudo de dleo a 25,7% para grupo de
maturagdo. A freqiéncia de possiveis mutagbes varia de 0 a 4% em planta de
soja RO quando determinada por estudos em familas R1, R2, R3 e R4
correspondentes (Barwale e Widholm, 1987). Diversos variantes fenotipicos
foram encontrados por Amberger et al. (1992) e pouca variagéo fenotipica foi
observada em plantas nas geracdes RO e R1, e a segregacdo para
caracteristicas sob controle genético s6 foi observada na geragao de R2.

Para o0s regenerantes derivados de ‘Spring, o variante RSpring-9
apresentou polimorfismo nos trés “primers” polimorficos, ja o variante RSpring-
18 ndo apresentou polimorfismo para o “primer” OPAD11. Os dois variantes
derivados de ‘Spring’ ndo apresentaram padrao similar de bandas em nenhum
dos “primers” polimorficos. Entretanto, Rani et al. (1995) estudaram a variagéo
genética de plantas micropropagadas de Populus delfoides e encontraram o
mesmo padrao de banda para os regenerantes “variantes”, os quais diferiram
dos demais regenerantes. Brown et al. (1993) encontraram variagbes entre
plantas regeneradas via embriogénese somatica, da mesma cultivar de
Triticum aestivum, usando marcador RAPD. Bouman et al. (1992) também
encontraram  polimorfismo  utiizando marcador RAPD entre  Begonia
micropropagada, mas com baixa frequéncia quando comparada a variagoes
fenotipicas. Isto provavelmente deve-se ao fato de que a variacdo oriunda do
estresse da cultura de tecidos esta associada a metilacdo do DNA, podendo
resultar na repressdo do gene, de modo que as mudangas na metilacdo podem
imitar um ponto de mutagcdo no efeito fenotipico, o que se denomina como
perda funcional da proteina (Fourré, 2000). A cultura de tecidos, por si sO, age
como um sistema mutagénico, uma vez que as células sofrem experiéncias
traumaticas de isolamento, e podem ser reprogramadas durante a regeneragao
da planta, que é diferente quando comparada & condigdes naturais (Jain,
2001). Mudancas fenotipicas encontradas em plantas regeneradas e em suas

progénies s&o observadas como mutagbes qualitativas, que sdo mutagdes



génicas simples, herdadas mendelianamente, e sao frequentemente recessivas
(Philips et al., 1994).

Exceto mudangas nos produtos de amplificagdes dos dois regenerantes
variantes de ‘Spring e um de ‘CAC-1, todos os “primers” testados revelaram o
mesmo numero de bandas entre os cultivares ‘Spring’ e ‘CAC-1" e os seus
regenerantes. Resultados semelhantes foram obtidos por Rani et al. (1995) que
encontraram variagdo em triagem feita com marcadores RAPD em plantas
micropropagadas de P. delfoides.

Dois tipos de polimorfismos foram observados no presente estudo:
presenca € auséncia de bandas e intensidade de bandas quando comparados
regenerantes com os respectivos cultivares. A presenca de marcadores RAPD
em dois gendtipos indica alto nivel de homologia para este sitio (Wiliams et al.
1990). No caso em que o marcador esta presente em um gendtipo e ausente
em outro, existe certamente sequéncias diferentes, ou seja, a variagdo
somaclonal resultou em diferenga na sequéncia de bases da molécula de DNA.
As falhas de amplificacdo para os gendtipos podem ser devido a uma simples
mudanca de base ou por sequéncias completamente diferentes (Vierling e
Nguyen, 1992, Wiliams et al., 1990). O variante RSpring-9 foi caracterizado
pela presenga e auséncia de bandas bem como intensidade de banda quando
comparado com o cultvar Spring. Entretanto, o variante RSpring-18 foi
caracterizado apenas pela presenca ou auséncia de bandas.

A taxa de variagcdo somaclonal, avaliada em nivel molecular, foi
relativamente baixa para as plantas regeneradas, menor que 5%, quando
comparado & relatadas para outras espécies. Nos estudos de Amberger et al.,
(1992) menos de 8% das plantas regeneradas via cultura tecidos deram origem
a progénie que apresentava variagdes herdaveis. Porém, esta taxa foi
altamente dependente da concentracdo de auxina usada no meio de inducao
da embriogénese somatica (Shoemaker et al., 1991). Neste estudo, de 44
plantas regeneradas e avaliadas de ‘Spring’, duas apresentaram variagdo com
base nos marcadores RAPD e uma das 28 plantas regeneradas de ‘CAC-1'.
Com base nesses resultados, conclui-se que o protocolo de embriogénese
somatica onde se usa 180 UM de 24-D pode ser considerado bom para obter
plantas de soja geneticamente modificadas. Entretanto, tem-se que estar
atento para as variagbes que possam surgir pelo estresse causado pela cultura

de tecidos na indugdo da embriogénese somatica. Estudos em outras espécies



mostram que o gendtipo da planta pode afetar a quantidade de variabilidade
que ocorre em consequéncia do sistema de cultivo in vitro (McCoy et al., 1982;
Hashmi et al., 1997).

A embriogénese somatica é extremamente vantajosa para obtencdo de
plantas geneticamente transformadas devido a grande quantidade de material
que pode ser produzido de um unico explante. Entretanto, é preciso bastante
atencdo a qualquer sistema de cultivo in vitro, pois, apesar do baixo risco de
instabilidade genética, esta pode ocorrer, como foi demonstrado neste estudo.
O presente estudo prové informagdes de polimorfismo detectado com
marcadores RAPD em soja. O polimorfismo em produtos amplificados que
representam um alelo por loco pode resultar de mudangas na sequéncia do
sitio de ligagcdo do primer ou mudangas que alteram o tamanho ou impedem o
sucesso da amplificagdo (Rani et al.,1995). Em nossos estudos o polimorfismo
foi devido aocorréncia de variacao nos dois cultivares avaliados.

Esses resultados demonstram que o marcador RAPD, ou outro tipo de
marcador molecular, pode ser valioso na identificagdo de variante gerado por
um sistema de cultivo in vitro. Ao tempo em que, a embriogénese somatica e
regeneracdo de plantas estdo condicionadas a disponibilidade de gendtipos
responsivos, para serem aplicados em protocolos de transformagédo genética

sem que incorra no risco de possiveis variagdes somaclonais.
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CAPITULO 3

EXPRESSAO TRANSITOBIA DO GENE GUS EM DOIS CULTIVARES DE
SOJA E TRANSFORMAGAO COM O GENE DA CITRATO SINTASE

ABSTRACT - The somatic embriogenesis protocol with 180 pM 24-D was used
to obtain genetically modified soybean plants with the CS gene. Cotyledons of
the cutivar Spring and CAC-1 were used to evaluate the transient expression
level in response to sonication-assisted Agrobacterium-mediated
transformation. The time of sonication was of two seconds and the cotyledons
were co-cultivated in MSD40 medium supplemented or not with acetosyringone
(100 pM). The relative frequency of transient expression of GUS gene, in the
adaxial face of the cotyledons, was 13.9% and 19.3% for cultivar CAC-1 and
Spring, respectively, when acetosyringone was used. In the absence of this
substance, the relative frequency falled down to 0.37% and 1.46% for CAC-1
and Spring, respectively. Optimization of the transient expression gave support
for transformation with the CS gene. Embryo clusters of cultivar CAC-1 were
transformed with CS gene from Daucus carota and from Escherichia coli. A total
of 26 transformed embryos with the CS gene from D. carota and 31 with the CS
gene from E. coli was obtained for conversion into plants. When these embryos
were placed in the conversion and germination medium, the conversion process
was initiated by emitting the first leaflets. However, soon after it began a strong
necrosis took place on the leaflets with consequent death of the plants. It is
suggested that the necrotic effect observed in the leaflets could be associated
with the level of expression of the CS gene. Over expression of this gene would
lead to citrate accumulation, inhibiting the respiratory process. This would
induce piruvate accumulation. Piruvate in excess would be used for lactate
synthesis, causing an increase of the acidity. This fact would promote the
necrosis observed in the leaflets of the transformed soybean plants with the CS
gene.

Additional index terms:. Transformation; SAAT; aluminum tolerance; Glycine

max

RESUMO — Os cultivares de soja Spring e CAC-1 foram utilizados para avaliar
0 nivel de expressdo transitdria do gene GUS em resposta a transformacéo
mediada por Agrobacterium com o auxilio da sonicagdo. A frequéncia relativa
da expressdo transitéria de gene GUS, na face adaxial dos cotilédones, foi de
13,.9% e 19,3% para os cultvares CAC-1 e Spring, respectivamente, quando
acetossiringona foi empregado. Porém, na auséncia desta substancia, a
frequéncia relativa cai para 0,37% e 1,46% para os cultivares CAC-1 e Spring,
repectivamente. Neste trabalho, a avaliacdo da expressdo transitéria na
otimizacdo de sistemas de transformacdo serviu como suporte para
transformagdo com o gene Citrato Sintase (CS) que confere resisténcia ao
aluminio téxico em solos &cidos. Agregados de embrides do cultivar CAC-1
foram transformados com o gene CS de Daucus carota e Escherichia coli. Um
total de 26 embrides transformados com o gene CS de D. carota e 31 com o
gene CS de E. coli chegaram a fase final para conversdo em plantas. Quando
colocados no meio de conversdo e germinagdo o processo de conversdo foi
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iniciado com a emissao dos primeiros foliolos, entretanto, logo em seguida
iniciava um forte processo de necrose dos foliolos e sua consequentemente
morte. A morte dos foliolos culminava na morte da plantula. Este efeito
necroético observados nos foliolos das plantulas transgénicas esta associada ao
nivel de expressao do gene CS.

Termos adicionais para indexagdo: transformacdo, SAAT, tolerancia ao
aluminio, Glycine max.
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INTRODUGAO

A introduciio de genes em plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens tem
sido amplamente descrita (Wordragen ¢ Dons 1992; Fisk e Dandekar 1993; Isilda et al.
1996; Hiei et al. 1994) a partir da publicacdo do trabalho pioneiro de Horsch et al
(1985). Entretanto, muitas espécies permanecem recalcitrantes a transformagdo, tal
como a soja, cuja transformacdo estd longe de se tornar rotina (Trick et al. 1997). Os
dois primeiros relatos de transformacdo de soja usaram dois métodos diferentes:
Hinchee et al. (1988) usaram transformacdo mediada por Agrobacterium de nos
cotiledonares, enquanto McCabe et al. (1988) usaram bombardeamento de particulas de
apices meristematicos. As transformacdes de soja relatadas por esses artigos iniciais sao
limitadas e de baixa eficiéncia.

Bombardeamento de particulas tem sido usado com sucesso na obtengdo de soja
transgénica fértil a partir de broto apical e culturas embriogénicas em suspensio como
tecidos alvo (Finer ¢ McMullen 1991; Parrott et al 1994; Stewart et al., 1995; McCabe
et al. 1998; Maughan et al, 1999). Entretanto, problemas com este método de
transformagdo incluem a baixa eficiéncia e a integracdo no genoma de multiplas ou
copias fragmentadas do DNA de interesse (Hardi et al. 1996; Trick et al. 1997). Por
outro lado, o uso de transformagdo mediada por Agrobacterium integra um baixo
numero de copias do gene no genoma da planta (Trick et al. 1997).

Para aumentar as taxas de transformag¢do mediada por Agrobacterium, bactérias
e vetores t€m sido modificados para que se obtenha a expressdo constitutiva dos genes
vir (Hansen et al. 1994; Ishida et al. 1996). Embora a taxa de transformagdo tenha
melhorado significativamente usando estas modificacdes, aumento na eficiéncia ainda €
necessario (Santarém et al. 1998). Mais recentemente, a sonicagdo comegou a ser usada
para aumentar a transformacdo de muitas espécies vegetais mediada por Agrobacterium
(Trick et al. 1997). Nessa técnica, chamada "Sonicated-Assisted Agrobacterium-
mediated Transformation" (SAAT), os explantes sdo expostos por um breve periodo de
tempo ao ultrasom, na presenca de Agrobacterium (Trick e Finer, 1998; Santarém et al.,
1998). A eficiéncia deste método estdi no grande nimero de microferimentos
provocados pela sonicacdo na superficie do tecido alvo. Estes ferimentos possibilitam
ao  Agrobacterium penetrar mais profundamente nos tecidos, aumentando a
probabilidade de infeccdo das células da planta. O que tem proporcionado aumento na
freqi€ncia da expressdo transitoria em cotilédones imaturos de soja (Santarém et. al.
1998). A avaliacdo da expressdo transitoria na otimizacdo de sistemas de transformacao

pode servir como suporte a transformagdo de genes que expressam caracteristicas de
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interesse, dentre estes o gene CS que confere resisténcia ao aluminio toxico em solos
acidos.

A maioria das terras agricolas & afetada por fatores edaficos que drasticamente
limitam o crescimento da planta e a sua produtividade (LopezBucio et al. 2000). A
toxidade do aluminio é o principal fator que limita o crescimento de plantas em solos
acidos (Foy, 1988, Miyasaka et al, 1991). Nestes solos, o aluminio se apresenta na
forma AI", sendo toxico para a maioria das culturas (de la Fuente, 1997) e chegando a
afetar cerca de 40% das terras cultivaveis no mundo (Foy et al, 1978). Embora a
producdo de culturas em solos acidos possa ser sustentada por aplicagdes de calcario,
isto, muitas vezes, ndo é economicamente viavel (Foy, 1988).

A exsudacdo de 4cidos organicos pela raiz de varias espécies vegetais pode
induzir tolerdncia ao aluminio (Foy, 1988, Ma, 2000). Esses acidos organicos, tais como
0 4acido citrico, quelam o aluminio no espago extracelular, impedindo assim sua
absorcao (Miyasaka et al. 1991). Experimentos in vifro demonstram que os acidos
organicos realmente diminuem o efeito toxico do aluminio, sendo o citrato mais eficaz
que o succinato ou malato (Hue et al., 1986). Além de quelar o aluminio, o citrato pode
disponibilizar fosforo de complexos insoluveis, aumentando a absor¢do deste nutriente
pela planta. Algumas espécies vegetais exsudam grande quantidade de acidos orgénicos
quando em deficiéncia de fosforo (LopezBucio et al, 2000, Delhaize et al, 2001).
Aumento na exsudacdo de 4cidos orginicos, particularmente citrato, foi verificado em
Brassica napus, Lupinus albus ¢ na familia Proteacea, como mecanismo para aumentar
a absor¢do de fosforo (Hoffland et al., 1989, Dinkeaker et al., 1989, Dinkeaker et al.,
1995).

Linhagens de tabaco transgénicas (CSb), superexpressando o gene citrato
sintase de Pseudomonas aeruginosa produziram dez vezes mas citrato na raiz que
plantas controle. Quando crescidas em condi¢cdes acidas e com altas concentragdes de
aluminio estas linhas CSb tiveram um maior aumento no crescimento da raiz quando
comparadas a plantas ndo transformadas (de la Fuente, 1997). Segundo LopezBucio et
al. (2000), estas mesmas linhas transgénicas CSb foram mais eficientes na absorcdo de
fosforo em solos alcalinos do que plantas controle.

A obtengdo de plantas tolerantes ao aluminio e mais habeis em adquirir fosforo,
por melhoramento convencional ou engenharia genética, parece ser a melhor solugdo
para adaptar plantas nestes solos ricos em Al ¢ deficientes em fosforo LopezBucio et
al. 2000; Delhaize et al., 2001). O objetivo deste estudo foi avaliar o nivel de expressdo

transitoria em resposta a transformagdo mediada por Agrobacterium em dois cultivares
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de soja, e transformar soja com o gene de citrato sintase, visando obter plantas

tolerantes ao aluminio toxico.



MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Vagens imaturas de soja, com aproximadamente 15 a 20 dias apds o
florescimento e com sementes de 4 a 6 mm de comprimento, foram coletadas
de plantas dos cultivares CAC-1 e Spring cultivadas em casa de vegetacdo
com fotoperiodo de 14 horas de luz e temperatura de 27°C. As vagens foram
desinfestadas por imersdo em etanol 70% (v/v) por dois minutos, seguidos de
20 minutos em agua sanitaria comercial (1% de hipoclorito de sodio) contendo
trés gotas/100mL de Tween 20. Apds trés lavagens em agua destilada e estéril
as sementes foram dissecadas com o auxilio de pinga e bisturi e os pares
cotiledonares foram excisados. Em seguida foram transferidos para meio de
indugdo com a face abaxial em contato com o meio MSD40 (Finer e Nagasawa,
1988), contendo sais de MS (Murashige e Skoog, 1962) meia forga, vitaminas
B5 (Gamborg et al., 1968), 100 mg/L inositol, 3 % de sacarose, 0,2 % de
Gelrite”, 180 pM de 24-D e pH 7. Os explantes foram mantidos em meio
MSD40 até o tratamento pela técnica de SAAT para estudo da expressao
transitoria de GUS. Para transformagdo com gene da citrato sintase, os
explantes permaneceram no meio de indugdo por um més e depois foram
transferidos para meio de proliferaggo MSD20 (sais MS, vitamina B5, 3% de

sacarose, 0,2 % de Gelrite” e pH5,8), conforme descrito por Wright et al.

(1991).

Cepa da bacteria, plasmidio e condig¢ées de cultivos

Agrobacterium tumefaciens LBA4404 foi usada como hospedeira para
todos os plasmidos. Para estudo de expressao transitoria, foi usado o
plasmidio binario pCAMBIA 1301 portador dos genes hip, que confere
resisténcia a higromicina e o gene [-glucuronidase (GUS) contendo um intron
para impedir as sua expressao na bactéria. Para transformagdo visando
tolerancia ao aluminio toxico, foram utilizadas duas construgdes fornecidas pelo
pesquisador Dr. Newton Portilho da Embrapa — Milho e Sorgo: a primeira com o
plasmidio pCAMBIA 1303 munido com o gene CS de Daucus carota sem 0
peptideo sinal de mitocondria, isolado por RT-PCR; e a segunda com o
plamidio pCAMBIA 1303 carregando o gene CS de Escherichia coli, isolado por

PCR a partir do DNA genémico. O gene CS de D. carota ligava-se ao promotor
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especifico de raiz ToRB7 (S45406) de tabaco e o gene CS de Escherichia coli
ligado ao promotor CaMV35S. Todas as construgdes continham o sitio de
poliadenilagéo do gene de nopalina sintase (NOS). As posigbes relativas dos
genes estdo mostradas na Figura 1.

H BE E H

I I |
— ToRE? AD I—

— CANY35S AE

Figura 1 - Mapa das construgdes génicas inseridas no plasmidio pCAMBIA 1303.
Promotores CaMV35S e ToRB7; AD: CS de Dauca carota sem peptideo
sinal de mitocondria; AE: CS de FEscherichia coli; NOS: Sitio de
poliadenilacdo NOS; E: EcoRI; B: BamHI; H: HindIll

As células de Agrobacterium foram crescidas por 14-16 horas, sob agitagdo de
180 rpm e temperatura de 28 °C, em meio MYA (Tepfer e Casse-Delbart, 1987)
contendo os antibioticos estreptomicina (100 pg/ml) e canamicina (50 pg/ml). As
bactérias foram centrifugadas a 1500 g por 10 min, lavadas duas vezes com igual
volume de meio liquido MSD40 (para transformagdo com o gene GUS) ou com meio
MSD20 (para transformagdo com o gene CS) e recentrifugadas nas mesmas condigdes
acima. O precipitado foi ressuspendido em meio liquidko MSD40 ou MSD20, e a
densidade 6tica (ODggonm) foi determinada e ajustada para 0,2.

Transformagdo com o gene GUS

Dez cotilédones imaturos foram colocados em tubos de vidros estéreis de 13 X
100 mm juntamente com 1 ml de suspensio de Agrobacterium. Os tubos contendo os
cotilédones foram colocados no centro do sonicador (BRANSON 1210). O tempo de
sonicagdo foi dois segundos conforme sugerido por Santarém et al. (1998). Os
cotilédones imaturos permaneceram na suspensdo de Agrobacterium por mais 5 minutos
apés a sonicacdo e em seguida foram transferidos para meio MSD40 suplementado ou
ndo-suplementado com acetossiringona (100 pM), onde permaneceram durante trés

dias. Finalmente os cotilédones foram transferidos para o meio MSD40 suplementado

com 400 mg/L. de Timentin (Smithkline Beeham).



Transformagdo com o gene da Citrato sintase

Dez agregados de embrides foram colocados em tubos de vidro estéreis
de 13 x 100 mm, juntamente com 1 ml de suspensdo de Agrobacterium. Os
tubos contendo os agregados de embrides foram colocados no centro do
sonicador, conforme sugerido por Trick et al. (1998). Apdés 5 segundos de
sonicagao, os agregados permaneceram por mais 5 minutos na suspensdo de
Agrobacterium sendo, em seguida, transferidos para meio MSD20 contendo
acetosseringona 100 uM e ai permanecendo por trés dias. Apds o co-cultivo
com Agrobacterium, os agregados foram cultivados em meio MSD20 contendo
400 mg/L de Timentin por duas semanas. Em seguida, foram transferidos para
meio MSD20 contendo 400 mg/L de Timentin e 20 mg/L de higromicina. Os
agregados foram ftransferidos semanalmente para meio recém-preparado,
durante seis semanas. Apds este periodo, os embrides foram transferidos para
o meio de histodiferenciacdo (sais MS, vitamina B5, 6% de maltose, 0,5% de
carvao ativado, 0,2% de gelite e pH58) (Bailey et al, 1993), onde
permaneceram por 10 dias. Finalmente, os embrides foram transferidos para o
meio MSM6 (MSM6AC sem carvao ativado). As plantas foram regeneradas
conforme descrito por Finer e McMullen (1991).

Ensaio histoquimico de GUS

O ensaio histoquimico foi realizado dois dias apdés a transferéncia dos

cotilédones para o meio contendo 400 mg/lL de Timentin. Os cotilédones foram

colocados em solugdo de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-gluronideo  (X-Gluc) para
ensaio de GUS de acordo com Jefferson (1987) e incubados durante a noite a 37°C, sob
agitacdo orbital a 80 rpm. A solucdo de X-Gluc foi removida e os cotilédones foram
lavados duas vezes com etanol 70%. A partir de fotos dos cotilédones tiradas em lupa
estereoscopia (OLYMPUS SZH 10), determinou-se a atividade GUS por analise de
imagem, pelo programa QUANT Versiao 1.0 (Vale et al., 2001), estimando-se a
percentagem de area coberta com setores azuis.

Os experimentos foram formados com seis repeticdes, com 10
cotilédones por repeticdo. Médias da percentagem da superficie coberta por
setores azuis foram calculadas e comparadas pelo teste Tukey, com P=0,01.

Confirmacio das plantas transformadas com o gene CS

A confirmagdo das plantas transformadas com o gene CS foi baseada em PCR.
Amostras de DNA das folhas foram extraidas e purificadas, seguindo a metodologia
descrita por Doyle e Doyle (1990). O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro,
considerando-se que uma OD,s ¢ equivalente a, aproximadamente, 50 ngjl de DNA
fita dupla. A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em géis de agarose 0,8%,

corados com brometo de etidio.



O DNA gendmico das plantas transformadas foi amplificado com primers
especificos. Para o gene CS de D. carota o par de “primers” utilizado foi o cenoura F
(CGC AAG CTT AAA TTG AAT GTA TIT ATT) e o cenoura R (CGC GGA TCC
ATG CTC GAT CTT CGT TCT). Ja para o gene CS de E. Coli o par de “primers”
empregado foi o ecoli F (GCG GGA TCC TTA AAT GGC TGA TAC) e o ecoli R
(GCC AAG CTT AAC GCT TGA TAT CGC). Com o promotor de raiz, o par
“primers” foi o raiz F (GGC GAA TTC GGT CAT ACG GTA TAT CAT) e o raiz R
(GGC GCA TCC GGC AAT CCT CAC CAT TTT). Todos os “primers” foram
fornecidos pelo pesquisador Newton Portilho. Cada reagdo de amplificagdo de 25 pl
continha 30 ng de DNA, 0,1 mM de cada um dos deoxinucleotidios (dATP, dCTP, dGTP ¢
dTTP), MgCl, 1,5 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 83; KCl 50 mM; 0,5 uM de primer € uma
unidade de Taq DNA polimerase.

As reagbes de amplificagdo foram efetuadas em termociclador Perkin-Elmer,
(modelo 9600), de acordo com Wang et al. (1993). Os ciclos de amplificagdo foram
constituidos de uma etapa de desnaturagdo a 94 °C, por 30 segundos; uma ectapa de ligagdo
do primer a0 DNA molde a 50 °C, por 40 segundos; € uma etapa de extensdo a 72 °C, por
90 segundos. Depois de 35 ciclos, efetuou-se uma ultima etapa de extensdo a 72 °C, por
sete minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,2%
contendo 0,2 pg/ml de brometo de etidio, imerso em tampdo TBE (Tris-borato 90 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas com o sistema de fotodocumentacgo “Eagle Eye II” (STRATAGENE).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo de expressao transitoria

Os resultados obtidos no ensaio de expresséo transitéria do gene GUS
encontram-se na Figura 2. A presenga da acetossiringona resultou no aumento
da expressdo nos cotilédones imaturos de soja (Figuras 2 e 3). Segundo
Atkinson e Gardner (1991), o efeito da acetossiringona tem proporcionado um
aumento na expressao transitoria de GUS em varias espécies. Quando os
cotilédones foram sonicados sem acetossiringona a frequéncia relativa meédia
da expressédo transitéria foi menor que 2% (Figura 2). De acordo com os
resultados de Santarém et al. (1998), a transformacdo de cotilédones imaturos
de soja, mediada por Agrobacterium com o uso de acetossiringona, apresenta
baixos niveis de expressdo transitoria de GUS se a sonicacdo nao for
empregada. Em nosso trabalho, as tentativas de transformagdo de cotilédones
imaturos sem o0 uso do ultrasom mesmo na presenga de acetossiringona
apresentaram baixos niveis de expressado transitéria de GUS, menores que 1%
(dados nao apresentados). Entretanto, quando combinado com a sonicagao,
conforme recomendado por Trick e Finer (1998), a expressdo transitoria foi
expressivamente aumentada, alcangando niveis aproximadamente
equivalentes aueles obtidos com bombardeamento de particulas nos mesmos
tecidos-alvo (Vain et al. 1993a). Atribuem-se esses resultados aos ferimentos
causados pela sonicagdo que auxiliam na produgdo de sinais fendlicos (Stachel

et al. 1985), aumentando a ativagéo dos genes vir.
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Figura 2 - Freqiiéncia relativa da expressdo transitoria de GUS em cotilédones de soja
imaturos na presenga ou auséncia de acetossiringona. Médias identificadas
pela mesma ktra ndo diferem entre se pelo teste de Tukey a 1 % de
probabilidade.

Observou-se uma pequena diferenca na expressdo transitoria de GUS entre os
cultivares utilizados, a favor do cultivar Spring. Entretanto, Santarém et al. (1998) nao
encontraram diferencas na expressdo transitoria de GUS com tratamento com SAAT em
trés cultivares testados. O efeito do gendtipo tem sido observado em varias espécies
vegetais. Wordragen e Dons (1992) sugerem que a diferenga na resposta entre cultivares
pode ser causada pela resposta diferencial ao estresse provocado pela transformagao.
Entretanto, os resultados de Santarém et al. (1998) indicam que o uso da sonicagdo para
mediar a infecgdo da Agrobacterium pode minimizar estas diferencas. Mas, a média da
expressdo transitoria obtida com dois e dez segundos de sonicacdo ndo diferiram

estatisticamente (Santarém et al. 1998).
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Figura 3 — Detalhes da face adaxial de cotilédones imaturos do cultivar CAC-1
evidenciando a expressdo ftransitoria do gene GUS. A - sem
acetosseringona. B — com acetosseringona. (Barra =1 mm)

Transformagao com o gene da Citrato Sintase (CS)

Eventos independentes de transformagdo foram obtidos. Um total de 26
embrides transformados com o gene CS de D. carota ¢ 31 com o gene CS de E. coli
chegaram a fase final para conversdio em plantas. Estes embrides apresentavam
aparéncia normal de um embrido na fase torpedo. Quando colocados no meio de
conversdo e germinagdo o processo de conversdo foi iniciado com a emissdo dos
primeiros foliolos, entretanto, logo em seguida iniciava um forte processo de necrose
dos foliolos e sua conseqiientemente morte. A morte dos foliolos culminava na morte da

plantula (Figura 4).
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Figura 4 — Sintomas necroticos apresentados pelas plantulas transformadas com o gene
CS. A ¢ B — transformagdo do cultivar de soja CAC —1 com o gene CS de
E. colie C — com o gene CS de D. carota. (Barra = 1 mm)

De acordo com o Dr. Herrera-Estrella do Centro de Investigacion y de Estudios
y Avanzados (CINVESTAYV), Unidad Irapuato, Guanajuato, México (comunicacdo
pessoal), dependendo do nivel de expressdo da citrato sintase na folha, a necrose pode
ser induzida. De fato, linhas transgénicas de tabaco transformadas com o gene CS de P.
aeuroginosa com altas atividades de citrato sintase apresentaram necrose nas folhas
(Delhaize et al, 2001). Em nossos experimentos, devido ao efeito necrético nas
plantulas de soja transformadas, com a conseqiiente morte prematura dos foliolos, ndo
foi possivel extrair quantidade de DNA suficiente para andlise de hibridizacdo por
Southern-blot. Com isto, ndo foi possivel determinar o numero de copias dos genes
inseridos nos transformantes. Em face desta limitagdo, determinou-se apenas a presenca

dos transgenes nestas plantulas via PCR (Figura 5).
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Figura 5 — Anadlise eletroforética de fragmertos de PCR obtidos de DNA de plantulas de
soja do cultivar CAC — 1 transformadas com o transgene CS. As linhas de 1

a 4 mostram produtos de PCR de plantulas transformadas com o gene CS de
D. carota, as linhas de 5 a 8 mostram produtos PCR de plantulas

transformadas com o gene CS de E. coli, ¢ as linhas de 9 a 12 mostram os
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produtos de PCR do promotor de raiz ToRB7 em plantulas transformadas
com o gene CS de D. carota. M — DNA lambda digerido com EcoRI,
BamHI e Hindlll.

Dependendo do nivel de expressdo do gene CS de P. aeruginosa a concentragdo
de citrato nas linhas de tabaco transgénicas CSb aumentou em até dez vezes quando

comparado ao controle (de la Fuente et al, 1997). Entretanto, Delhaize et al. (2001) ndo
encontraram nenhum efeito da expressdo do gene CS de bactéria sobre a concentracdo
de citrato nas raizes das linhas transgénicas de tabaco CSb18 e CS47 transformadas por
de la Fuente et al. (1997). As linhas denominadas PA, com altos niveis de expressdo de
citrato sintase (at¢ 100 vezes mais que as linhas CSb), apresentaram concentracao de
citrato similar a linha controle (Delhaize et al., 2001). Duas destas linhas PA49 ¢ PA12,
possuiam altos niveis de atividade de citrato sintase citosOlica avaliada na raiz, e
conseqiientemente apresentaram sintomas necroticos nas folhas, sendo que a linha PA49
com maior atividade desta enzima apresentou sintomas necroticos mais fortes,
resultando em ma formagao das folhas (Delhaize, et al., 2001).

Aventou-se a possibilidade do etileno estar envolvido no efeito necrdtico
observado nos foliolos. No intuito de reverter esse efeito, utilizowse AVG (2,0 mg/L),
mibidor da biossintese de etileno. Entretanto, ndo se observou nenhum efeito benéfico

na supressao do efeito necrotico.

As enzimas reguladoras do ciclo do acido citrico sdo controladas por trés
mecanismos basicos: (1) disponibilidade de substrato, (2) inibigdo pelo produto
e (3) inibigdo competitiva por retroalimentagdo dos intermediarios ao longo do
ciclo (Heldt, 1997). Por conseguinte, se as células das folhas estédo produzindo
citrato em excesso, a respiragdo celular pode estar "inibida", uma vez que
acumulo de citrato inibe o ciclo do acido citrico (Heldet 1997, Popova e
Carvalho, 1998), o que, possivelmente, pode acarretar em acumulo de piruvato.
O piruvato acumulado em excesso na folha é possivel que seja utilizado na
sintese de lactato o que pode acarretar acidez (Bray et al., 2000). Este fato
pode ser a causa da necrose observada nos foliolos das plantulas de soja
transformadas com o gene CS. O acumulo de dtrato pode n&o ocorrer na raiz
uma vez que nesse 60rgdo o mecanismo de exsudagdo esta presente. O
acumulo de piruvato pode ocorrer também quando o fluxo de carbono para a
mitocondria excede a capacidade da cadeia transportadora de elétrons em
aceitar elétrons (Siedow e Day, 2000).

Em condi¢cdes normais, a maior parte do citrato produzido na mitocondria
€ exportada para o citosol e convertida em a-cetoglutarato pelas enzimas
citosdlicas aconitase e NADP-isocitrato desidrogenase (Heldt, 1997; Popova e
Carvalho, 1998). O a-cetoglutarato serve como esqueleto de carbono para
assimilaggdo de NH4  (Heldt, 1997, Popova e Carvalho, 1998). Como as
plantulas de soja transformadas com o gene CS possivelmente produzem
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citrato em excesso no citosol, este pode inibir a enzima NADP-isocitrato
desidrogenase, que converte isocitrato em a-cetoglutarato (Popova e Carvalho,
1998). Isso provocaria um acumulo nos niveis de NH;" livre que pode atingir
niveis toxicos. Este possivel acimulo de NH;® pode ser responsavel também
pela necrose observada nas plantulas de soja que contém o transgene CS.

Uma outra hipotese seria a de que o citrato citosdlico produzido em
excesso nas plantulas transgénicas poderia interferir com o transporte de
metabdlitos e ions pelo sistema simporte/antiporte entre mitocondria,
cloroplasto e citosol, desta forma provocando alteragdes na homeodstase de
cations, o que possivelmente pode interferir em processos biossintéticos
importantes, resultando na morte celular. Estas possiveis interferéncias podem
ser a causa da necrose observada nas plantulas de soja portadora do
transgene CS.
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