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RESUMO

MENDONGCA, Maria Andréia Corréa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2010. Padronizacdo de metodologias de regeneracao, via
embriogénese soméatica e organogénese, e de aclimatizacdo de soja
(Glycine max (L.) Merrill). Orientador: Maurilio Alves Moreira. Co-
orientadores: Everaldo Gongalves de Barros e Wagner Campos Otoni.

Diferentes metodologias de regeneracao in vitro ja foram desenvolvidas
para diversas cultivares de soja. No entanto, essa espécie tem se mostrado
recalcitrante, e suas respostas morfogénicas in vitro tem sido consideradas
genotipo-especificas. Considerando-se a necessidade de desenvolvimento de
protocolos confidveis de regeneracdo e de aclimatizacdo em soja, 0s objetivos
do presente trabalho foram induzir a embriogénese soméatica e a organogénese
visando a padronizacdo de metodologias. Para o0s experimentos de
embriogénese somatica foram utilizados cotilédones imaturos de quatro
cultivares comerciais de soja: CAC-1, CD 219 RR, CS 303 TNKCA e FMT
Tucunaré. As metodologias adotadas para a obtencdo de embrides somaticos a
partir de explantes cotiledonares mostraram-se eficientes. Verificou-se que o
potencial embriogénico foi gendtipo-especifico, sendo que as cultivares CAC-1
e CD 219 RR apresentaram as melhores respostas, com médias de producdes
de embrides por cotilédones de 10,83 e 13,36, respectivamente. Apenas
embrides derivados da cultivar CAC-1 germinaram, sendo possivel aclimatizar
oito plantas dessa cultivar. Para os experimentos de organogénese, foram
utilizadas sementes de soja das variedades CAC-1, sendo possivel recuperar
156 plantas regeneradas. Essas foram submetidas a analise de fidelidade
clonal por meio da utilizagdo de marcadores ISSR, tendo sido identificadas oito
plantas com variacdes no padrao de amplificacdo em relacdo a cultivar CAC-1.
Além disso, as mesmas plantas foram submetidas a analises da porcentagem

de 6leo e de proteina por meio da metodologia NIRS. Plantas com elevados
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conteudos de 6leo e de proteina, quando comparadas com as testemunhas,
foram identificadas, indicando presenca de possiveis variantes somaclonais.
Em conjunto, os resultados do presente trabalho indicam protocolos que podem
ser utilizados, posteriormente, em experimentos de transformacéo genética de
soja, aplicaveis no Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do Oleo

e Proteina da Soja em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV.



ABSTRACT

MENDONGCA, Maria Andréia Corréa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2010. Methodology standardization for regeneration via somatic
embryogenesis and organogenesis and for acclimatization of soybean
(Glycine max (L.) Merrill). Adviser: Maurilio Alves Moreira. Co-Advisers:
Everaldo Gongalves de Barros and Wagner Campos Otoni.

Different methodologies for in vitro regeneration have already been
developed for several soybean cultivars. However, this species has proven to be
recalcitrant to tissue culture and its in vitro morphogenetic response has been
considered genotype dependent. Taking into account the need to develop
reliable protocols for regeneration and acclimatization in soybean, the objectives
of this study were to induce somatic embryogenesis and organogenesis in order
to standardize protocols. Somatic embryos were obtained from immature
cotyledons of four commercial soybean cultivars: CAC-1, CD 219 RR, CS 303
TNKCA and FMT Tucunaré. The methodologies for somatic embryogenesis
adopted were effective. It was found that the embryogenic potential was
genotype-specific, and the cultivars CAC-1 and CD 219 RR showed the higher
responses, with an average of 10.83 and 13.36 somatic embryos per responding
cotyledon respectively. Only somatic embryos derived from CAC-1 were able to
regenerate plants, leading to eight acclimatized plants. Direct organogenesis
was achieved from cotiledonary nodes of CAC-1 soybean and 156 regenerated
plants were recovered. Clonal fidelity was evaluated through the use of the ISSR
marker assay and eight recovered plants showed variations in the amplification
profile. In addition, the same plants were analyzed for oil and protein content
using the NIRS methodology. Plants with higher oil and protein contents in
comparison with CAC-1 control plants were identified, indicating the presence of

somaclonal variation. Taken together, the results of this study indicate specific



protocols that can be used for soybean genetic transformation in the Soybean

Quality Breeding Program that is under development at BIOAGRO/UFV.
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1. INTRODUCAO GERAL

Originaria da China, a soja (Glycine max (L.) Merrill) € um dos produtos
agricolas que sofreu maior expansdo do seu cultivo no Brasil e no mundo. A
excelente combinacado entre produtividade e caracteristicas de interesse para a
industria de alimentos contribuiu para a formag&do de um vasto complexo agro-
industrial destinado ao processamento dos produtos derivados da soja,
utilizados na constituicdo de racdo animal e na alimentacdo humana por ser
uma fonte protéica de boa qualidade.

Atualmente o Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo. A
producdo para a safra 2009/2010 esta estimada em 67,86 milhdes de
toneladas, sendo 18,7% ou 10,7 milhBes de toneladas superior a producdo
atingida na safra 2008/2009, que foi de 57,17 milhdes de toneladas. Além disso,
houve um crescimento de 6,9% na area cultivada com essa oleaginosa,
correspondendo a um ganho de 1,5 milhdes de hectares sobre a safra anterior,
passando para 23,24 milhdes de hectares cultivados. O referido aumento é
atribuido as boas condicbes climaticas aliadas ao alto nivel tecnoldgico
(CONAB, 2010).

Dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
(MDIC, 2010) mostram que a soja e seus derivados tém uma importante
participacdo nas exportacOes brasileiras. Em 2009, o faturamento das
exportacdes do complexo soja foi de cerca de US$ 17 bilhdes, o que
representou, aproximadamente, 11,3% do total das exportacdes nacionais.
Desse modo, a cultura da soja constitui um dos principais produtos da pauta de
exportacdes do Brasil.

A utilizacdo de meétodos convencionais de melhoramento aliada as
técnicas moleculares de transferéncia de genes in vitro tem permitido um rapido
desenvolvimento de novas variedades para a agroindustria (Joshi e Dhawan,

2007), levando a obtencdo de cultivares mais produtivas e com maior valor
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nutricional, além de oferecer alternativas importantes para varios problemas de
carater econémico ou relacionados a melhoria na qualidade de vida humana.

O Programa de Melhoramento Genético da Qualidade da Soja em
desenvolvimento no BIOAGRO/UFV tem feito esforcos para a obtencdo de
plantas geneticamente modificadas, por meio da utlizagdo de ferramentas
biotecnolégicas. Visando a alcancar esse objetivo, trabalhos foram
desenvolvidos envolvendo desde a construgcéo de cassetes de expressao para
o silenciamento génico até a transformacéo genética. Entretanto, ainda nao foi
possivel recuperar plantas transgénicas agronomicamente viaveis a partir de
metodologias de embriogénese somatica (Lima, 2005) ou de organogénese a
partir de nos cotiledonares (Martins, 2007).

Para que a transformacdo genética seja realizada, protocolos confiaveis
e eficientes de regeneracédo e de selecdo devem ser desenvolvidos, permitindo
a conversdao dos explantes transformados em plantas transgénicas. Nesse
sentido, o desenvolvimento de metodologias que aumentem a taxa de
regeneracdo ainda continua sendo um importante objetivo a ser alcancado
dentro do Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do Oleo e

Proteina da Soja em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais da cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais consiste no conjunto de técnicas que
possibilitam a manutencéo ou o cultivo de plantulas, embrides, 6rgaos, tecidos
e células in vitro, em meio de cultura apropriado e asséptico, sob condicdes
controladas de temperatura, umidade, fotoperiodo e intensidade luminosa
(Torres et al., 1998). Essas técnicas tém sido empregadas de diferentes formas
no desenvolvimento e na propagacdo de cultivares superiores de plantas,

principalmente na obtencéo de plantas geneticamente modificadas.

2.1.1. Embriogénese somatica

Embriogénese somatica é definida como um processo pelo qual
embrides bipolares se desenvolvem a partir de células somaticas sem que
ocorra a fusdo de gametas, compreendendo uma sequéncia de etapas que se
inicia com a inducdo e multiplicacdo de culturas pré-embriogénicas, seguido
pela formacao e desenvolvimento dos embrides somaticos e sua conversao em
plantulas (Von Arnold et al., 2002).

Uma caracteristica peculiar dos embrides somaticos € a presenca de um
sistema vascular fechado, sem conexdo com os tecidos do explante inicial.
Essa caracteristica, aliada a sua bipolaridade, diferem os embriées somaticos
dos propagulos resultantes dos processos de micropropagacdo e de
organogénese (Guerra et al., 1998).

A transicdo das células do estado somatico para o embriogénico é
mediada por mecanismos de adaptacdo ao estresse imposto pelas condi¢cdes

de cultivo in vitro (Fehér et al., 2003; Fehér, 2005). Fatores como a fonte de
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explante, o gendtipo do material doador e o tipo e nivel de reguladores de
crescimento utilizados afetam a inducéo e o controle da embriogénese somatica
(Guerra et al., 1998; Fuentes et al., 2000).

Os principais reguladores de crescimento envolvidos no controle da
divisao celular e da diferenciagcdo dos tecidos vegetais sdo as auxinas e as
citocininas (Fehér et al., 2003). As auxinas, além de serem importantes na
inducdo da aquisicdo de competéncia embriogénica in vitro, também
desempenham funcédo essencial no desenvolvimento do embrido zigético. Entre
as auxinas sintéticas, o 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) tem-se
apresentado mais eficiente para a inducdo de embriogénese somatica e, por
essa razao, tem sido utilizado para o estabelecimento da maioria dos sistemas
embriogénicos (Zimmerman, 1993; Fehér et al., 2003; Raghavan, 2004; Fehér,
2005).

A embriogénese somatica tem recebido destaque entre as técnicas de
cultura de tecidos por ser um processo eficiente de regeneragédo de plantas in
vitro e propagacdo em larga escala, além de contribuir para o entendimento dos
aspectos fisiolégicos e moleculares da diferenciacao celular (Dudits et al., 1995;
Dunstan et al., 1995; Guerra et al., 2001; Fehér et al., 2003; Von Arnold et al.,
2002; Zimmerman, 1993). Essa metodologia ja foi descrita para varias espécies
de interesse agrondmico, tais como soja (Lazzeri et al., 1985; Ranch et al.,
1985; Ghazi et al., 1986; Hammatt e Davey, 1987; Santos, 1997; Meurer et al.,
2001; Ko et al., 2004), milho (Lu et al., 1982), arroz (Rueb et al., 1994;
Ramaswamy e Rajesh, 2003) e, provavelmente, pode ser demonstrada para
todas as espécies de plantas, desde que condicdes apropriadas sejam
empregadas (Von Arnold et al., 2002).

Em soja, a regeneragdo via embriogénese somatica tem sido bastante
estudada (Finer e Nagasawa, 1988; Ko et al., 2003; Ko e Korban, 2004), com
reconhecido potencial para producdo de grande quantidade de embribes de
plantas independentemente transformadas (Finer e McMullen, 1991). No
entanto, um numero limitado de cultivares de soja tem mostrado respostas

embriogénicas satisfatérias (Simmonds e Donaldson, 2000; Meurer et al.,



2001). Diversos trabalhos de otimizacdo do sistema embriogénico tém
demonstrado que entre os fatores que influenciam a embriogénese somatica
em soja estao o tipo de explante, o pH do meio e o genétipo da planta (Ko et al.,
2003; Hoffman et al., 2004; Ko e Korban, 2004).

2.1.2. Organogénese

A organogénese in vitro é uma via de regeneracdo em que célula e
tecidos sdo induzidos a sofrer mudancas originando uma estrutura unipolar
conhecida como primordio caulinar (caulogénese) ou de raiz (rizogénese), no
qgual o sistema vascular esta freqientemente conectado ao tecido parental
(Thorpe, 1994). Por meio desse processo, 0s tecidos vegetais produzem 6rgaos
adventicios in vitro, podendo ocorrer direta (sem formacdo de calo) ou
indiretamente (com formacdo de calo). O calo € uma massa compacta de
células desorganizadas, em diferentes estagios de desdiferenciacdo (Alves,
1999).

Segundo Christianson e Warnick (1988), o processo de organogénese in
vitro pode ser dividido em etapas: desdiferenciacdo, aquisicdo de competéncia,
inducéo, determinacao, diferenciacéo e formacdo do 6rgao. Nesse processo, a
competéncia é entendida como a capacidade de responder ao estimulo
hormonal necessario para inducdo da formacdo do 6rgéo. Outro fator ligado a
competéncia organogenética € o préprio metabolismo hormonal do explante,
pois ele determina o balanco hormonal endégeno para a inducdo da
organogénese (Peres e Kerbauy, 1999).

Protocolos de regeneracdo por organogénese tém sido estabelecidos
para diferentes tipos de explantes em soja, dentre os quais podem ser citados
0s noés cotiledonares, 0s nds primarios e o meristema apical do eixo embrionario
(Widholm et al., 2010)

Noés cotiledonares provenientes de sementes maduras de soja tém se
mostrado muito responsivos a induc¢do de multiplos brotos via organogénese,

sendo utilizados em diferentes laboratorios para obtencdo de soja transgénica
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(Olhoft et al., 2001, 2003, 2006; Zeng et al., 2004; Paz et al., 2006; Xue et al.,
2006; Yi et al., 2006). No entanto, o nimero de brotos recuperados a partir
desses explantes tem sido relativamente baixo. Dessa forma, estudos
realizados no sentido de aumentar a eficiéncia da organogénese por meio do

aumento do nimero de brotos induzidos, ainda se fazem necessarios.

2.2. Transformacéo genética de soja

Os primeiros trabalhos visando a transformacdo genética em soja
envolveram a utilizacdo de Agrobacterium tumefaciens para obter plantas
regeneradas a partir de nos cotiledonares (Hinchee et al., 1988) e o sistema de
biobalistica para a transformacdo de meristemas apicais do eixo embrionéario
(McCabe et al., 1988). Abaixo sdo descritas as principais metodologias para a
transformacao genética em soja e os eventos de transformacao de importancia

agrondmica, segundo revisao feita por Widholm et al.(2010).

2.2.1. Principais metodologias utilizadas para transformacéao
genética em soja

a) Sistema de transformacao utilizando organogénese

Trés tipos de explantes tém sido utilizados nas metodologias de
transformacao genética utilizando a via organogenética. Sao eles:
(1) NOs cotiledonares. Por este método, sementes sdo germinadas em meio
de cultura, os nés cotiledonares sdo precisamente preparados e feridos, para
permitir o acesso da A. tumefaciens ao tecido, e cultivados em meio apropriado,
dando origem a multiplos brotos. A producdo de uma massa proliferativa de
brotos é desejavel e as células iniciais que dao origem a esses brotos séo o real
alvo de transformacdo. Os brotos formados sdo submetidos a um agente
seletivo, por meio do qual apenas os transformados sdo selecionados. Os
subsequentes processos de alongamento e enraizamento dos brotos

constituem a fase final de regeneracdo das plantas transgénicas. Varios
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trabalhos utilizando esse sistema ja foram relatados (Olhoft et al. 2001, 2003,
2006; Zeng et al., 2004; Paz et al., 2006; Xue et al., 2006; Yi et al., 2006).

(i) NOs primarios ou caulinares. Utilizando uma metodologia similar a
anteriormente descrita, Olhoft et al. (2007) desenvolveram um sistema
utilizando nés axilares do caule como explantes para transformacdo mediada
por Agrobacterium rhizogenes.

(i) Bombardeamento de meristema apical (shoot tip). Essa metodologia
combina a técnica de biobalistica com a indu¢@o de brotos a partir dos eixos
embrionarios retirados de sementes maduras. Por meio dessa estratégia foi
possivel produzir o evento que originou a primeira geracdo da soja
RoundupReady (RR), que proporcionou um profundo impacto na pratica
agricola. Essa tecnologia, combinada a utilizacdo da resisténcia a herbicidas do
grupo das imidazolinonas como marcador seletivo, tem sido recentemente
utilizada com sucesso, destacando-se o protocolo desenvolvido por Rech et al.
(2008).

b) Sistema de transformacéao de culturas embriogénicas

A transformacéo genética de culturas embriogénicas de soja € uma das
metodologias mais difundidas para obtencdo de plantas transgénicas nessa
espécie. Em virtude disso, a regeneragdo via embriogénese somatica em soja
tem sido bastante estudada (Lazzeri et al., 1985; Finer e Nagasawa, 1988;
Parrot et al., 1994; Santarém et al., 1997; Ko et al., 2003). Essas culturas séo
obtidas por meio de cultivo de cotilédones imaturos na presenca de altas
concentracdes de 2,4 — D. Os niveis apropriados de auxina induzem a formacao
de embrides, mas inibem seu desenvolvimento. Quando os niveis de auxina
sdo reduzidos, os embribes continuam seu desenvolvimento, desde que se

disponibilizem nutrientes e condi¢cdes de crescimento apropriado.

c) VIGS (Virus-induced gene silencing)

Embora seja uma técnica de expressdo transiente, o silenciamento
génico induzido por virus pode ser muito Util para caracterizagdo funcional de

genes e promotores. Com esse objetivo, Nagamatsu et al. (2007) utilizaram o
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vetor viral CMV (Cucumber Mosaic Virus), de ampla faixa de hospedeiros, como
carreador de uma sequencia antisense para um mRNA da chalcona sintase. A
infeccdo de plantas de soja ndo provocou sintomas caracteristicos da presenca
viral, mas as sementes, que eram marrons, ficaram amarelas, indicando o

silenciamento génico.

2.2.2. Eventos de importancia agrondémica e nutricional mais
utilizados na transformacgéo de soja

a) Resisténcia a herbicida

Inquestionavelmente a caracteristica introduzida na soja de maior
importancia econdmica foi a resisténcia ao herbicida glifosato (Roundup®).
Segundo James (2007) cultivares tolerantes a esse herbicida (popularmente
conhecidas como cultivares de soja RR) estdo sendo plantadas em mais de 50
milhdes de hectares em todo o mundo. O glifosato € um herbicida que interfere
na via de biossintese de aminoacidos aromaticos, inibindo a atividade da
enzima glifosato 5-enolpiruvilshiguimato-3-fostato sintase (EPSPS, E.C.
2.5.1.19), que catalisa a sintese de 5-enolpiruvilshiquimato-3-fostato (EPSP) a
partir de fosfoenol-piruvato (PEP) e shiquimato 3-fosfato (Reade e Cobb, 2002;
Tan et al.,, 2006). Para a obtencdo do evento de transformacdo que originou
muitas linhagens de soja resistentes ao glifosato comercializadas desde 1996,
uma sequéncia de A. tumefaciens, que codifica uma EPSPS insensivel ao
glifosato, foi isolada e inserida em soja utilizando bombardeamento de
meristema apical (McCabe et al., 1988). A expressao do gene repoérter gusA foi
utilizado para selecéo visual de linhagem de soja resistente ao glifosato.

Além da resisténcia ao glifosato, variedades resistentes a glufosinato de
aménio (ingrediente ativo dos herbicidas Basta®, Ignite®, Rely®, Liberty®,
Harvest® e Finale®, dentre outros) ja foram produzidas. O glufosinato de amonio
€ um composto natural isolado de duas espécies de fungos do género
Streptomyces. Ele inibe a atividade da enzima glutamina sintetase (GS, E.C.



6.2.1.2), provocando deficiéncia de glutamina e acimulo de amdnia nas plantas
(Reade e Cobb, 2002; Tan et al., 2006).

No Brasil, a EMBRAPA em parceria com a BASF, recentemente,
desenvolveram uma soja resistente a herbicidas do grupo das imidazolinonas,
por meio da insercdo do gene ahas mutante, isolado de Arabdopsis thaliana,
que codifica uma proteina que contém uma modificacdo no residuo de
aminoacido da posi¢cédo 653, em que um residuo de serina é substituido por um
de asparagina. Esta alteracdo faz com que a enzima se torne especificamente
tolerante aos herbicidas da classe das imidazolinonas (Tan et al.,, 2006). O
procedimento de transformacdo genética foi realizado por meio do
bombardeamento de microparticulas em explantes oriundos do meristema

apical de embrides.

b) Resisténcia a insetos

A expressdo do gene crylAC, proveniente da bactéria Bacillus
thuringiensis, em soja, tem contribuido para o controle da lagarta-da-soja
(Anticarsia gemnatalis). Segundo Zhu et al. (2008), uma resisténcia eficiente
tem sido alcancada quando cruzamentos sdo utilizados para piramidar eventos

transgénicos com genes de resisténcia ja encontrados em soja.

c) Resisténcia a doencgas

O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, é uma das
doencas que tem causado grandes prejuizos para a cultura da soja. Esse fungo
secreta acido oxalico, que atua como um fator de patogenicidade, danificando o
tecido vegetal. Dessa forma, existe grande interesse na insercdo de um gene
gue codifica oxalato oxidase, capaz de degradar acido oxalico a dioxido de
carbono e peroxido de hidrogénio. Plantas transformadas carregando um gene
de trigo que codifica uma oxalato oxidase, sob o controle do promotor 35S,
mostram um nivel de resisténcia a S. sclerotiorum semelhante aquele
apresentado por cultivares naturalmente resistentes. Também ja foram obtidas

variedades de soja resistentes ao virus do Mosaico Amarelo do Feijoeiro (Bean



Pod Mottle Virus - BPMV) (Di et al., 1996) e ao virus do Mosaico Comum da
Soja (Soybean Mosaic Virus - SMV) (Wang et al., 2001; Tougou et al., 2006).

d) Resisténcia a nematoides

Ibrahim et al. (2010) construiram cassetes visando ao silenciamento de
dois genes de Meloidogyne incognita — TP (tyrosine phosphatase) e MSP
(mitochondrial stress-70 protein precursor) — para transformar raizes de soja,
via A. rhizogenes. Os genes alvo apresentam alta similaridade com genes do
nematdide do cisto da soja (Heterodera glycines) e o silenciamento desses
genes reduziu a formacéo de galhas em mais de 90% durante a infeccéo por M.
incognita. Dessa forma, a metodologia descrita pode representar uma solucéo
promissora para o0 desenvolvimento de variedades de soja com ampla

resisténcia a nematoides.

e) Composicdo da semente

Os alvos da transformacéo genética visando a alterac6es na composicao
das sementes séo:
0] Alteracdo da fragdo oOleo. O alto teor de acidos graxos poli-insaturados
tem sido correlacionado com a reducgéo da estabilidade oxidativa e da qualidade
(sabor e odor) do 6leo de soja, gerando compostos de baixo peso molecular,
volateis, que produzem off-flavor e rancidez (Yadav, 1996). Com o aumento no
teor de acido oléico e a consequente reducdo nos teores de acido linoléico e
linolénico, aumenta-se a estabilidade do Oleo, reduzindo ou eliminando a
necessidade de hidrogenacdo, que é responsavel pela producdo indesejavel
dos &cidos graxos trans (Lima, 2005), frequentemente associados as doencas
cardiovasculares (Widholm et al., 2010). Dessa forma, varios ensaios de
transformacdo genética foram realizados buscando aumento do acumulo de
acido oléico nas sementes (Kinney, 1996; Buhr et al., 2002). Para tanto,
culturas embriogénicas foram utilizadas, uma vez que esse sistema permite a
guantificacdo das modificacbes em embrides maduros, ou seja, antes que
planta seja regenerada. Kinney (1996), utilizando construcdes para

cossupressao, obteve linhagens com reduzido conteldo de &acido palmitico,
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com niveis de acido oléico superiores a 80% e com conteudo de acido estearico
superior a 30%. Buhr et al. (2002) obtiveram linhagens com expressao reduzida
do gene fad2-1 que produziam aproximadamente 57% de acido oléico,
enquanto sementes de soja ndo transformadas apresentavam
aproximadamente 18% deste acido graxo. Além disso, quando oS mesmos
autores combinaram o silenciamento dos genes fad2-1 e fatB, foi possivel obter
niveis de &cido oléico superiores a 85% e de acidos graxos poli-insaturados
inferiores a 6%.

(i) Composicéao protéica. As sementes de soja contém em torno de 40% de
proteinas, compostas por uma mistura de o, B e y-conglicininas, glicinina e
outras globulinas como a P34. As sementes também contém proteinas com
outras funcdes incluindo B-amilase, citocromo c, lectinas, lipoxigenases, urease,
KTI (inibidor de tripsina de Kunitz) e os inibidores tipo BBl (Bowman-Birk) de
tripsina e quimiotripsina. Proteinas de soja s@o consideradas deficientes em
metionina, que é um aminoacido essencial; e, apesar de possuirem um maior
teor de lisina que o trigo, a quantidade deste nutriente ainda € menor que o teor
encontrado na caseina presente no leite. Além disso, adversidades nutricionais
e outros efeitos que se seguem ao consumo de soja crua sao atribuidos a
presenca de inibidores enddgenos de enzimas digestivas e lectinas que
dificultam a digestédo, além de fatores alergénicos (Friedman e Brandon, 2001).
Dentre estes fatores alergénicos se destaca a proteina Gly mBd 30K (P34)
(Kalinski et al., 1992). Herman et al. (2003) relataram o silenciamento da P34.
Kinney et al. (2001) realizaram trabalho ennvolvendo a cossupresao dos genes
que codificam para as subunidades a e o' da B-conglicinina. O contetdo
protéico total ndo foi alterado, uma vez que mais proteina glicinina foi produzida
nessas sementes. Schimidt e Herman (2008) expressaram a proteina verde
fluorescente (Green Fluorescent Protein - GFP) dirigida pelo promotor da
glicinina em soja e essa linhagem transformada foi cruzada com uma deficiente
em f-conglicinina, gerando plantas que acumulavam GFP em quantidades

superiores a 7% do proteoma total da semente. Esses dados indicaram um
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rebalanceamento do proteoma da semente, que podera ser explorado para
producéo de proteinas heterélogas em sementes de soja.

(iii)  Conteudo de isoflavonas. Varios esforcos tém sido realizados no sentido
de manipular o contetdo de isoflavonas em sementes de soja. Yu et al. (2003)
utilizaram uma construgdo com uma fusao dos genes que codificam os fatores
de transcricdo C1 e R de milho dirigida pelo promotor da faseolina, que é
semente-especifico. Plantas expressando esses genes apresentaram um
aumento de duas vezes no contetdo de isoflavonas total.

(iv) Acido fitico ou fitato. O fitato € um composto de reserva de fosforo,
utilizado durante a germinacdo de sementes. Nesse processo, fésforo é
disponibilizado ao embrido por meio da atividade de uma fitase. Quando a soja
é fornecida como alimento para animais ndo ruminantes, grande parte do fitato
nao é digerida, sendo excretada no ambiente, podendo provocar a aceleracéo
do processo de eutrofizacdo, resultando em deterioracdo da qualidade da agua
(Fireman e Fireman, 1998). Genes que codificam fitases de fungo (Denbow et
al., 1998), de bactéria (Bilyeu et al., 2008) e de soja (Chiera et al., 2004) tém
sido expressos em sementes soja com a finalidade de reduzir os niveis de acido
fitico. Reducdes nos niveis de fitato e maior disponibilizacdo de fosforo para
absorcédo foram observadas em todos os casos. No entanto, houve redugéo no
potencial germinativo das sementes transgénicas (Bilyeu et al., 2008).

2.3. Variagdo somaclonal

A variagcdo somaclonal pode ser definida como a variacdo encontrada
entre células, embrides, 6rgdos ou plantas derivadas de cultura in vitro. Pode
envolver alteracdes cromossdmicas numéricas e estruturais, mutacdes génicas,
ativacbes de elementos transponiveis, permutas entre cromatides-irmas,
insercoes e delecbes no DNA, mudancas no padrao de metilacédo e alteracdes
no DNA mitocondrial e cloroplastidial (Bennici et al., 2004).

Diversos fatores tém sido apontados como possiveis causas da variacao

somaclonal, dentre os quais se destacam a resposta a composicao fisica e/ou
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guimica do meio de cultura e a expressao de genes essenciais no controle do
namero cromossémico, que pode ser afetada durante os processos de cultura
de tecidos (Jain, 2001).

Segundo Jain (2001), o sistema de cultivo in vitro, por si sO, atua como
um sistema mutagénico, uma vez que as células sédo submetidas a situacdes de
estresse durante o isolamento de explantes e a reprogramacéo celular. Tais
eventos ndo ocorrem em condi¢des normais de desenvolvimento e podem
desencadear varia¢gées somaclonais.

Dois aspectos da variacdo somaclonal devem ser considerados: (i) o fato
de esse fenbmeno ser utilizado, com algum sucesso, como fonte de
variabilidade por melhoristas de plantas e (ii) o fato de esse fendbmeno ser um
processo aleatdrio e ndo controlavel, resultando em plantas com caracteristicas
indesejaveis. Nesse sentido, a variacdo somaclonal tende a reduzir o potencial
organogénico (Wyman et al.,, 1992), embriogénico (Bennici et al., 2004) e
regenerativo das culturas in vitro, prejudicando etapas fundamentais a
manipulacdo genética e ao melhoramento de plantas, diminuindo a eficiéncia
dos processos de micropropagacdo, o0 que pode resultar em plantas com
reduzido valor comercial (Bennici et al., 2004). Entretanto, espécimes derivados
de cultivo in vitro que apresentem variagbes somaclonais podem exibir
fenotipos normais (Wyman et al., 1992). Devido a esses fatos, a determinacéo
da estabilidade genética de células, embrides, 6rgdos ou plantas derivadas
desse tipo de cultivo € um processo necessario para assegurar 0 sucesso dos
programas de melhoramento que utilizam a cultura de tecidos em uma de suas
etapas (Wyman et al., 1992).

A ocorréncia de variacdo somaclonal pode ser detectada por meio de
diversas técnicas, dentre as quais podem ser citadas: contagem e andlise de
aberracfes numéricas e estruturais em cromossomos mitéticos e meiodticos,
citometrias de fluxo e imagem, tamanho dos estdmatos, nimero de cloroplastos
nas células-guarda e utilizacdo de marcadores moleculares (Bennici et al.,
2004).
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O uso de marcadores moleculares ainda é, potencialmente, a melhor
metodologia para 0 acesso a variacdo somaclonal (Jin et al., 2008). Diversos
trabalhos tém demonstrado a importancia desses marcadores para estudos de
estabilidade genética em diferentes espécies de plantas regeneradas via cultura
de tecidos, dentre as quais podem ser citadas Actinidia sp. (Palombi e
Damiano, 2002); Anthurium andreanum (Gantait et al., 2008); Anoectochilus
formosanus (Zhang et al., 2010); Arabdopsis thaliana (Polanco e Ruiz, 2002);
Capparis decidua (Tyagi et al., 2010); Dendranthema grandiflora (Kengkarj et
al., 2008); Foeniculum vulgare (Bennici et al., 2004); Musa spp. (Ray et al.,
2006; Venkatachalam, 2007; Rout et al., 2009); Oryza sativa (Kim et al., 2003;
Ngezahayo et al., 2007); Quercus robur (Valladares et al., 2006); Solanum
melongena (Xing et al., 2010); Swertia chirayita (Joshi e Dhawan, 2007); e
Tigridia pavonia (Pifia-Escutia et al., 2010).

Em soja, a variacdo somaclonal tem sido avaliada por meio da analise de
caracteristicas fenotipicas, em plantas regeneradas via organogénese ou
embriogénese somatica (Barwale e Widholm, 1987; Freytag et al., 1987;
Graybosh et al., 1987; Amberger et al., 1992; Widholm, 1996; Radhakrishnam e
Kumari, 2008, 2009). Radhakrishnam e Kumari (2008) avaliaram caracteristicas
fenotipicas relacionadas a produtividade em plantas regeneradas por
organogénese, ndo tendo reportado efeitos prejudiciais nem benéficos que
poderiam ser associados a existéncia de variacbes somaclonais. No entanto,
Radhakrishnam e Kumari (2009) e Nguyen et al. (2001), analisando o perfil
protéico de sementes de soja oriundas de processos de micropropagacao,
descreveram modificagbes no contetdo de proteina de algumas plantas,
associando isso a ocorréncia de variacdes somaclonais.

Relativamente poucos trabalhos tém relatado a utilizagdo de marcadores
moleculares para identificagdo de variagdo somaclonal causada por sistemas
de cultivo in vitro em soja. Roth et al. (1989), trabalhando com culturas de
raizes, folhas e cotilédones mantidas por mais de mil subcultivos, identificaram
variacbes genéticas nas culturas de raizes por meio da utilizagdo de
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Hoffman et al. (2004)
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utilizaram EMS (metano sulfonato de etila) para induzir mutagénese em culturas
embriogénicas de soja e, por meio da utlizagdo de marcadores RAPD,
identificaram fragmentos polimorficos entre as culturas embriogénicas,
demonstrando a aplicacdo desse tipo de marcador na identificacdo de
polimorfismos em culturas embriogénicas.

Marcadores RAPD também foram utilizados com sucesso por Gesteira et
al. (2002) na avaliacdo da estabilidade genética de plantas de soja regeneradas
via embriogénese somética. Os autores identificaram uma frequéncia de
variacdo somaclonal de 4,5% e 3,57% para as cultivares Spring e CAC-1,
respectivamente, demonstrando a utilidade desses marcadores como
ferramentas para o monitoramento de estabilidade genética durante processos

de regeneracéo.

2.4. Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares constituem regiées do genoma possiveis de
serem detectadas, cuja presenca ou auséncia pode caracterizar um organismo
e cuja sequéncia e funcdo, na maioria das vezes, sdo desconhecidas
(Gostimsky et al., 1999). Esses marcadores mostram-se muito sensiveis a
deteccdo do polimorfismo, visto que as diferencas entre as sequéncias
nucleotidicas de cada individuo revelam uma impressao digital genética, que
pode ser util na identidade de cada organismo.

As técnicas moleculares, que estdo praticamente substituindo os
marcadores morfolégicos, apresentam varias vantagens: (i) possibilidade de
deteccdo de um numero praticamente ilimitado de marcas moleculares; (ii)
auséncia de variagdes por causa do ciclo de vida da planta e (iii) ndo influéncia
das condi¢cdes ambientais (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O primeiro marcador molecular baseado no DNA, o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), foi desenvolvido na década de 70, com a
descoberta das enzimas de restricdo. Em meados de 80, com o advento das

técnicas de biologia molecular, principalmente a técnica de PCR (Polymerase
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Chain Reaction), novas classes de marcadores foram desenvolvidas,
destacando-se: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism); SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regions); STS (Sequence Tagged Sites); SSR (Single Sequence Repeats) e
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Cada marcador apresenta sua particularidade, diferenciando-se entre si
pela repetibilidade e complexidade da técnica, custo, tempo consumido, nivel
de polimorfismo detectado entre os individuos, quantidade exigida de material
biolégico, tipo de segregacdo (dominante ou co-dominante), entre outros. A
escolha de um marcador molecular depende do objetivo do trabalho, das
consideracdes das técnicas, da disponibilidade de recursos e das facilidades do
laboratério (O’Hanlon et al., 1999).

2.4.1. Marcadores ISSR

ISSR é um marcador molecular associado ao uso de sequéncias
microssatélites, que sdo sequéncias simples repetidas, organizadas em
tandem, abundantemente distribuidas ao longo de todo o genoma de eucariotos
(Wang et al., 1994; Ratnaparkhe et al., 1998; Liu e Wendel, 2001).

A andlise de ISSR consiste na amplificacdo, via PCR, de regides do DNA
genémico que compreendem dois microssatélites idénticos, adjacentes e
inversamente orientados, apresentando distancia suficientemente amplificaveis
(Reddy et al., 2002; Assefa et al., 2003). Na técnica de ISSR utiliza-se um Unico
primer complementar as sequéncias microssatélites, podendo ser ndo ancorado
(Gupta et al., 1994; Wu et al.,, 1994) ou, mais usualmente, ancorado na
extremidade 5’ ou 3’, com 1 a 4 bases degeneradas (Zietkiewicz et al., 1994).

A deteccédo do polimorfismo via ISSR é realizada a partir da visualizagcéao
de bandas de diferentes tamanhos em gel de poliacrilamida ou agarose, sendo
gue cada banda corresponde a uma sequéncia de DNA delimitada por dois
microssatélites invertidos. A interpretacdo dos dados é realizada de forma

simples: bandas em comum entre gendtipos representam similaridades
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genéticas, enquanto bandas incomuns representam diferencas genéticas
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os marcadores ISSR apresentam melhor reprodutibilidade das bandas
guando comparado com o RAPD, devido ao uso de primers longos, de 16 - 25
pb de comprimento, os quais permitem a utilizagcdo de temperaturas de
pareamento mais altas, resultando em condicbes de elevada estringéncia
(Reddy et al., 2002). Outras vantagens sao a dispensa de prévia informacgéo da
sequéncia gendmica, como requerido pelo SSR, e o baixo custo da técnica,
gquando comparado ao AFLP (Reddy et al., 2002). Estudos também
demonstram que o0s ISSR detectam niveis de polimorfismo similares ou
superiores aos RFLP e RAPD (Godwin et al., 1997; Nagaoka e Ogihara, 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho foi realizado com objetivo de induzir embriogénese
somatica, a partir de cotilédones imaturos de soja, e organogénese, a partir de
nés cotiledonares de sementes maduras de soja, visando a padronizacdo de

metodologias para regeneragao e aclimatizacao de plantas.

3.2. Objetivos especificos

o Induzir e isolar embribes somaticos a partir de cotilédones imaturos de
quatro cultivares comerciais de soja: CAC-1, CD 219 RR, CS 303 TNKCA e
FMT Tucunaré;

o Induzir organogénese a partir de nés cotiledonares da cultivar CAC-1;

o Padronizar protocolo de regeneragdo e aclimatizacdo de plantulas
obtidas a partir de cultivo in vitro por organogénese e embriogénese;

o Avaliar a fidelidade clonal de plantas de soja regeneradas via
organogénese em relagdo a planta matriz, por meio da determinagéo dos teores
de oOleo e de proteina em sementes de soja e por meio da utilizacdo de
marcadores moleculares do tipo ISSR.
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CAPITULO 1

RESPOSTA DE QUATRO CULTIVARES DE SOJA (Glycine max
(L.) Merrill) A INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA

RESUMO

Diversas metodologias de transformacdo genética e regeneracdo ja
foram desenvolvidas para diferentes cultivares de soja. No entanto, essa
espécie tem sido considerada recalcitrante tanto para a transformacéo genética,
quanto para a regeneracdo in vitro, com numero limitado de cultivares
apresentando respostas embriogénicas satisfatorias. Tem sido demonstrado
que essa resposta € gendétipo-especifica, o que denota a dificuldade de
identificacdo de condicfes Gtimas para transformacao e regeneracao de plantas
de soja a partir de embrides somaticos. Visando a padronizacdo de um
protocolo para recuperacdo de plantas a partir de embriGes somaticos no
Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do Oleo e Proteina da Soja
em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV, o presente trabalho foi desenvolvido
com 0s seguintes objetivos: (i) induzir embriogénese somatica a partir de
cotilédones imaturos de quatro cultivares de soja, (i) avaliar o potencial
embriogénico de cada cultivar e (iii) realizar aclimatizagcdo das plantas
regeneradas. As metodologias para inducao de embrides somaticos mostraram-
se eficientes, sendo que as cultivares CAC-1 e CD 219 RR apresentaram as
melhores respostas, com médias de producdes de embrides por cotilédones de
10,83 e 13,86, respectivamente. Longos periodos de exposi¢cdo ao 2,4-D e
problemas ligados a dessecacao parecem ter afetado o potencial embriogénico
nas diferentes cultivares. Apenas embribes derivados da cultivar CAC-1

germinaram, sendo possivel aclimatizar oito plantas. Os resultados do presente
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trabalho indicam que o protocolo de inducdo de embriogénese somética foi
efetivo para as cultivares analisadas e que pode ser utilizado, posteriormente,
em experimentos de transformacdo genética de soja no programa de
melhoramento. Além disso, evidenciou-se a necessidade de estudos mais
especificos visando a aumentar as taxas de histodiferenciacdo e de conversao
dos embriGes em plantulas para a cultivar CD 219 RR. Essa ultima apresentou
um potencial embriogénico satisfatério, embora ndo tenha sido possivel

recuperar embrides viaveis para germinacao.

Palavras-chave: embriogénese somatica, soja, 2,4-D, gendtipo-dependéncia.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma oleaginosa importante para a
dieta humana, constituindo uma importante fonte de proteinas e de 6leos
vegetais. Os produtos derivados da soja podem ser consumidos diretamente,
usados na alimentacdo de animais ou utilizados em diversos segmentos da
industria. Portanto, existe grande interesse no melhoramento de caracteristicas
agrondmicas da soja, bem como na modificacdo da composicéo do gréo.

A combinagdo de métodos convencionais de melhoramento com a
utilizacdo de técnicas moleculares de transferéncia de genes in vitro permite um
rapido desenvolvimento de novas variedades (Joshi e Dhawan, 2007). Para que
todo o potencial dessas técnicas seja explorado, metodologias de cultivo in vitro
e de transformacédo genética, bem como protocolos de regeneragéo de plantas,
necessitam ser estabelecidos.

Diferentes metodologias de transformacao genética e de regeneracgao de
plantas ja foram desenvolvidas para diferentes cultivares de soja. No entanto,
essa espécie ainda tem sido considerada recalcitrante para manipulacédo via
cultura de tecidos (Meurer et al., 2001; Ko et al., 2004; Widholm et al., 2010).

A transformacéo genética de culturas embriogénicas de soja € uma das
metodologias mais difundidas para obtencdo de plantas transgénicas nessa
espécie. Em virtude disso, a regeneracao via embriogénese somatica em soja
tem sido bastante estudada (Lazzeri et al., 1985; Finer e Nagasawa, 1988;
Parrot et al., 1994; Santarém et al., 1997; Ko et al., 2003), com reconhecido
potencial para producao de grande quantidade de embrides (Finer e McMullen,
1991; Ko et al., 2003).

As culturas embriogénicas de soja sao obtidas por meio do cultivo de
cotilédones oriundos de embrides zigbticos imaturos em meio contendo niveis
muito elevados de auxinas sintéticas (2,4-D) (Widholm et al., 2010). As auxinas,

além de serem indispensaveis para a viabilidade das plantas, sdo importantes
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na inducdo da aquisicdo de competéncia embriogénica in vitro (Fehér et al.,
2003; Raghavan, 2004; Fehér, 2005; Benjamins e Scheres, 2008).

Agregados de embrides somaticos de soja tém sido considerados
adequados para a transformacédo genética, uma vez que novos embrides estdo
sempre sendo formados a partir de células da superficie apical de embribes
antigos (Widholm et al., 2010). A escolha da embriogénese somética como
método de regeneracdo de plantas apresenta algumas vantagens em relacéo a
organogénese, tais como a grande quantidade de embrides que pode ser
formada com um minimo de manipulacao e espaco fisico de laboratoério (Torres
et al., 1998).

Ao longo dos anos, diferentes trabalhos tém sido realizados no sentido
de otimizar o processo de inducdo e proliferacdo de embrides somaticos em
soja (Widholm et al., 2010). Nesse sentido, diferentes autores tém demonstrado
a influéncia de fatores, tais como o tipo de explante, o pH do meio e 0 gendétipo
da planta nas respostas in vitro (Komatsuda et al., 1992; Santarém e Finner,
1999; Meurer et al., 2001; Hofman et al., 2004).

Existem muitas variagcdes quanto ao sistema embriogénico utilizado para
transformacdo entre os diferentes laboratérios, o que denota a dificuldade de
identificacdo de condi¢Bes Otimas para transformacéo e regeneracao de plantas
de soja (Meurer et al., 2001). Além disso, um numero limitado de cultivares de
soja tem mostrado respostas embriogénicas satisfatorias (Parrott et al., 1989;
Simmonds e Donaldson, 2000; Meurer et al., 2001). Assim, a otimizagdo do
sistema embriogénico pode aumentar o potencial para producédo de um grande
namero de linhagens transgénicas independentes.

O Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do Oleo e Proteina
da Soja em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV tem feito esfor¢cos para a
obtencdo de plantas geneticamente modificadas por meio da utilizacdo de
ferramentas biotecnolégicas. Visando a alcancar esse objetivo, trabalhos
prévios foram desenvolvidos no sentido de estabelecer metodologias para a
transformacdo genética nessa espécie. Em um desses trabalhos, Gesteira

(2002) avaliou o potencial genético de nove cultivares de soja em relagdo a
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respostas a embriogénese somatica utilizando 2,4-D como agente indutor. No
entanto, segundo o referido autor, ndo foi possivel recuperar nenhuma plantula,
em virtude de um processo necrético que ocorria logo apds a emissdo dos
primeiros foliolos. Em trabalho posterior, realizado por Lima (2005), também
foram relatadas dificuldades para recuperacao de plantulas a partir de embrides
somaticos. Portanto, o estabelecimento de protocolos eficientes de regeneracao
e aclimatizacdo de plantas de soja oriundas de embriGes somaticos ainda se faz
necessario dentro do Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do
Oleo e Proteina da Soja em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV.

Visando a padronizacdo de um protocolo para recuperacdo de plantas a
partir de embrides somaticos no Programa de Melhoramento Genético da
Qualidade do Oleo e Proteina da Soja em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV
e buscando fornecer respostas quanto a influéncia dos diferentes genétipos na
inducdo da embriogénese somatica em soja, 0 presente trabalho foi realizado
com o0s seguintes objetivos especificos: (i) induzir embriogénese somética a
partir de cotilédones imaturos de quatro cultivares de soja: CAC-1, CD 219 RR,
CS 303 TNKCA e FMT Tucunaré, (ii) avaliar o potencial embriogénico de cada

cultivar e (iii) realizar aclimatizagao das plantas regeneradas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e inducédo de embriogénese somatica

Quatro cultivares comerciais de soja (Glycine max (L.) Merrill) foram
utiizadas para a realizacdo do presente trabalho: CAC-1 (COOPADAP -
Cooperativa Agropecuaria do Alto Paranaiba), CD 219 RR (COODETEC -
Cooperativa Central de Pesquisa Agricola), CS 303 TNKCA (isolinha de
Monarca, COOPADAP) e FMT Tucunaré (FMT - Fundacédo Mato Grosso).

CAC-1 é uma cultivar semitardia (ciclo de 126-145 dias) que apresenta
habito de crescimento determinado e possui resisténcia ao cancro da haste e a
mancha olho-de-rd. CD 219 RR apresenta resisténcia ao herbicida Roundup®, é
semiprecoce (ciclo de 101-110 dias), possui habito de crescimento
determinado, resisténcia ao cancro da haste, a mancha olho-de-rd, a necrose
da haste da soja, a podridao radicular de fitéftora e resisténcia moderada ao
oidio da soja. CS 303 TNKCA foi desenvolvida pela UFV, com auséncia das
lipoxigenases 1, 2 e 3 e do inibidor de tripsina Kunitz. Essa cultivar é tardia
(ciclo superior a 145 dias), apresenta habito de crescimento determinado e
resisténcia ao cancro da haste e a mancha olho-de-rd. FMT Tucunaré pertence
ao grupo de maturacdo médio (ciclo de 111-125 dias), possui habito de
crescimento determinado e resisténcia ao cancro da haste, a mancha olho-de-
rd, a podridao radicular de fitéftora e as racas 1 e 3 do nematdide do cisto.

Todas as plantas foram cultivadas em casa vegetacdo com fotoperiodo
de 14 horas de luz e temperatura de 27 + 2 °C. Aproximadamente 15 a 20 dias
apos o florescimento, foram coletadas vagens imaturas contendo sementes
entre 4 a 6 mm de comprimento.

As vagens foram desinfestadas por imersdo em etanol 70% (v/v) por 1
min, seguido de imersdo em agua sanitaria comercial (2,5% de hipoclorito de

sédio) acrescida de Tween 20 0,01% por 20 min. Apos trés lavagens em agua
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deionizada estéril, as vagens foram dissecadas com auxilio de pincas e bisturi
para a remocao do eixo embrionario e separacdo dos pares cotiledonares. Os
cotilédones foram, entdo, transferidos para o meio de indugcdo com a face
abaxial em contato com o meio (Santarém et al., 1997). Todos os
procedimentos relatados foram realizados sob condicBes assépticas, em
camara de fluxo laminar.

No processo de inducdo de embriogénese somatica, uma média de 25
cotilédones imaturos foram cultivados em placa de Petri estéril (90 x 15 mm; J.
Prolab) contendo meio MSD40 (Finer e Nagasawa, 1988), composto por sais de
MS (Murashige e Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), sacarose
3%, Gelrite® 0,2% e 2,4-D 40 mg.L™, pH 7,0. As culturas foram incubadas a
temperatura de 26 + 1 °C, sob fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de
36-50 pmol mZ2s’ Os explantes permaneceram nesse meio até o
aparecimento de embrides globulares primarios.

O isolamento de agregados de embrides globulares foi feito a partir de
regibes bem proximas do explante original, sendo posteriormente transferidos
para o meio de proliferacdo para permitir a multiplicacdo dos agregados
embriogénicos (clusters). Nessa fase utilizou-se o meio MSD20 (Wright et al.,
1991) contendo sais MS, vitaminas B5, sacarose 3%, Gelrite® 0,2% e 2,4-D 20
mg.L™?, pH 5,8. As culturas foram mantidas nesse meio por dois subcultivos
guinzenais, sob as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

Para a avaliagdo do potencial embriogénico das cultivares foram
considerados os seguintes parametros: freqiéncia de embriogénese (numero
de cotilédones embriogénicos por nimero total de cotilédones utilizados), média
de embribes somaticos produzidos por cotilédone (numero total de embrides
produzidos por numero de cotilédones) e numero total de embrides por explante
(Meurer et al., 2001; Gesteira, 2002; Ko et al., 2004). A contagem dos embrides
somaticos foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopico, em fluxo

laminar. Os experimentos de inducéo foram repetidos uma vez.
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2.2. Conversédo e maturacdo dos embrides soméaticos

Apds 30 dias no meio MSD20, os agregados embriogénicos foram
transferidos para o meio de histodiferenciagdio MSM6AC, contendo sais MS,
vitamina B5, maltose 6%, carvéo ativado 0,5%, Gelrite® 0,2%, pH 5,8 (Bailey et
al., 1993), no qual permaneceram por cerca de 10 dias ou até atingirem o
estadgio cotiledonar. Posteriormente, o0os embrides cotiledonares foram
transferidos para o meio MSM6 (meio MSMAC sem carvao ativado) para sua
maturacao (Finer e McMullen, 1991).

Quando os embrides cotiledonares atingiram a maturidade fisiologica,
foram submetidos a um periodo de 48 horas de dessecacdo em placa de Petri
estéril (60 x 15 mm; J. Prolab) sem meio de cultura, contendo os embrides
cotiledonares individualizados, conforme descrito por Ko et al. (2003).

Apés a dessecacédo, os embrides cotiledonares foram transferidos para
placas de Petri (90 x 15 mm; J. Prolab) contendo o meio MSO (sem regulador
de crescimento) (Parrott et al., 1989) para germinacdo. Quando iniciou a
emissdo de raizes, os embrides foram transferidos para tubos de vidro (25 x
150 mm) contendo o mesmo meio de cultivo, até que fosse observado o

alongamento e a conversdo em plantulas.

2.3. Aclimatizacado das plantas

Quando as plantulas apresentavam sistema radicular bem
desenvolvido, foram retiradas do meio de cultura e mantidas em agua por 3
dias, cobertas com plastico e sob condicbes da sala de cultivo. Em seguida,
foram transferidas para copos plasticos de 100 mL, contendo a mistura de
substrato agricola Plant Max® (Eucatex) estéril e fibra de coco, na proporcéo de
1:1. As plantas foram mantidas por 10 dias completamente cobertas com
plastico, em um sistema de prateleiras com fotoperiodo de 12 h de luz e
irradiancia de 60-86 pmol m?.s™, utilizando lampadas fluorescentes de 40 W

(Osram). Nas duas semanas subsequentes, o plastico foi retirado
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gradativamente, até que as plantas estivessem bem adaptadas as condi¢cfes
ambientais.

Posteriormente, essas plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo, sendo mantidas sob sistema de irrigacao artificial tipo nevoeiro,
coberto com sombrite, com intervalos de pulverizacdo de dgua de 1 min a cada
1 h. Quando o primeiro par de folhas novas abria, as plantas foram retiradas do
sombrite e transplantadas para vasos contendo solo adubado, permanecendo
ainda sob o sistema de nevoeiro por aproximadamente uma semana.
Finalmente, os vasos foram mantidos nas condicfes normais de cultivo da casa

de vegetacéo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os meios MSD40 e MSD20 possibilitaram a inducdo e multiplicacdo de
embrides globulares nas cultivares estudadas. Esses resultados estdo em
concordancia com os relatados por Gesteira (2002) e Lima (2005). As
metodologias utilizadas para a realizagcdo deste experimento englobaram
informacdes disponiveis na literatura que buscam otimizar o processo de
embriogénese somatica em soja. A implantacdo do experimento levou em
consideracdo, principalmente, o estado fisiolégico da planta doadora do
explante, orientagdo do explante, pH do meio, concentragao de 2,4-D e agente
solidificante a fim de selecionar gendétipos para serem utilizados em protocolos
de transformacao genética.

A formacdo de embrides somaticos na face adaxial dos cotilédones
imaturos foi observada a partir da quarta semana no MSD40 (Figura 1). Os
parametros relativos a resposta embriogénica para as cultivares estudadas
estdo listados na Tabela 1.

A média de embribes isolados por cotilédone variou de 4,35, para a
cultivar CS 303 TNKCA, até 13,85, para a cultivar CD 219 RR. A cultivar mais
responsiva a inducado embriogénica foi CD 219 RR, como pode ser observado
na Tabela 1. A freqiéncia de embriogénese entre as diferentes cultivares variou
de 42,40% para a cultivar CS 303 TNKCA a 92,00% para CAC-1. Portanto, a
cultivar CS303 apresentou a menor frequéncia na inducdo de embrides

somaticos (42,40%) e a menor média por cotilédone (4,35).
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Figura 1- Resposta embriogénica das cultivares CD 219 RR (A), CAC-1 (B), CS
303 TNKCA (C) e FMT Tucunaré (D) em meio de induc¢do (MSD 40), apés 30
dias de cultivo. Barra = 10 mm.
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Tabelal- Resposta embriogénica das quatro cultivares de soja estudadas.

N° de total Explantes Frequéncia N° total N° médio de
Cultivar de P de inducéo ES por
com ES de ES

explantes (%) explante
CAC-1 150 138 92,00 1495 10,83
CD 219 RR 175 146 83,42 2025 13,86
CS 303 TNKCA 125 53 42,40 231 4,35
FMT Tucunaré 125 86 68,80 791 9,19

ES = embrides somaticos.

Embora a cultivar CAC-1 tenha apresentado maior freqtiéncia de inducéo
de embriogénese, sua média de embrides por cotilédone (10,83) revelou-se
inferior quando comparada a CD 219 RR (13,85). Além disso, quando
considerada a razdo entre o numero total de embribes pelo numero de
explantes utilizados, verificou-se que a cultivar CD 219 RR apresentou maior
média de producdo de embribes por explante. Portanto, a cultivar CD 219 RR,
gue ainda nao havia sido avaliada quanto ao seu potencial embriogénico,
demonstrou ser muito responsiva. O potencial embriogénico dessa variedade
aliado a sua precocidade tornam a cultivar CD 219 RR um bom alvo para
trabalhos de transformacao genética envolvendo a embriogénese somatica.

No presente estudo, foi possivel observar que a cultivar CS 303 TNKCA
apresentou 0 menor potencial para a inducdo de embrides somaticos. Esses
dados estdo em concordancia com os obtidos por Gesteira (2002), que relatou
para a cultivar CS 303 uma frequéncia de indugéo de embriogénese de 76,25%
e uma eficiéncia (frequéncia de embriogénese vezes a média de embrides
produzidos) igual a 3,51%. O autor atribuiu a fraca resposta embriogénica a
baixa qualidade das sementes imaturas por ele utilizadas. No entanto, no
presente trabalho, apenas cotilédones vigorosos, oriundos de plantas sadias e
de comprimento inferior a 6 mm foram utilizados, ndo sendo possivel atribuir a
baixa producdo de embrides somaticos em CS 303 TNKCA a esse fator.

As diferengcas encontradas entre as frequéncias de inducdo de

embriogénese podem estar relacionadas as diferencas genotipicas entre as
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variedades. O gendtipo do material € um dos fatores mais importantes que
afetam as respostas morfogénicas in vitro, e a diferenca de resposta pode ser
encontrada entre espécies, cultivares e até mesmo individuos (Brown et al.,
1995; Meurer et al., 2001). No presente estudo, foi possivel observar o efeito
marcante do gendtipo na inducdo da embriogénese, considerando os quatro
materiais analisados. Ko et al. (2004) avaliaram o potencial embriogénico de 15
cultivares de soja e verificaram um marcante efeito dos genoétipos na inducao de
embrides somaticos. Outros autores também tém documentado esse efeito
(Ranch et al., 1985; Calvo, 1989; Komatsuda e Ohyama; 1988, Shoemaker et
al., 1991; Bailey et al., 1993; Santarém et al., 1997; Simmonds e Donaldson,
2000; Meurer et al., 2001).

O forte efeito do gendtipo da planta doadora do explante também pode
ser consequéncia do estado fisiolégico da mesma, levando-se em consideracao
que cada genotipo apresenta maior ou menor adaptacdo a uma determinada
condicdo ambiental (Calvo, 1989; Bailey et al., 1993; Gesteira, 2002).

A base genética para resposta a embriogénese soméatica ndo esta bem
definida, sendo necessarios estudos para a sua elucidacdo (Ko et al., 2004).
Parrot et al. (1989) e Ko et al. (2004) relataram que cultivares com alto potencial
para embriogénese somatica possuem ao menos um progenitor com essa
caracteristica. No entanto, em outros estudos realizados com cultivares
geneticamente relacionados (Bailey et al., 1993; Tian et al., 1994; Simmonds e
Donaldson, 2000; Meurer et al., 2001), um padrdo de resposta embriogénica
semelhante entre cultivares relacionadas n&o foi observado. Meurer et al.
(2001) relataram que a cultivar Williams, que € uma linha isogénica muito
préoxima a cultivar Kunitz, apresentou-se recalcitrante a embriogénese somatica,
diferentemente de Kunitz, que foi muito responsiva. No presente estudo, a
cultivar CS 303 TNKCA, que é uma isolinha de CS 303, que por sua vez
constitui uma selecdo na cultivar CAC-1, ndo apresentou uma resposta
satisfatoria a inducdo quando comparada a CAC-1. Resultados semelhantes

foram obtidos por Gesteira (2002), avaliando as cultivares CS 303 e CAC-1.
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Aliado ao efeito do genotipo, outro fator que dificulta o estabelecimento
de culturas embriogénicas em soja € o estado fisioldgico da planta doadora
como um todo, sendo o processo mal sucedido quando estabelecido a partir de
plantas que sofreram algum tipo de estresse (Gesteira, 2002). Benson (2000)
relatou que o estado fisiolégico da planta doadora dos explantes é um dos
principais fatores que afetam a capacidade de respostas in vitro, sendo possivel
correlacionar diretamente a recalcitrancia in vitro a fatores ligados a fisiologia da
planta doadora. No entanto, poucos relatos sobre isso foram encontrados na
literatura consultada.

Quatro semanas ap0s a transferéncia dos embrides para o meio MSD20,
agregados embriogénicos vigorosos foram obtidos (Figura 2). Apds esse
periodo, esses agregados foram submetidos a histodiferenciacdo e maturacao.

O uso de 2,4-D tem se tornado frequente durante a inducdo de
embriogénese somatica em diferentes espécies. Tem sido demonstrado que a
exposicdo a compostos com alta atividade de auxina, estd diretamente
relacionada ao surgimento de anormalidades desenvolvimentais e morfoldgicas.
Buchheim et al. (1989) relataram que o uso de carvao ativado diminuiu o efeito
residual de 2,4-D, adsorvendo esse composto e também outros tipos de
compostos produzidos pelos tecidos cultivados, que sé&o inibitérios para o
crescimento e desenvolvimento.

A presenca de carvao ativado no meio de cultura pode promover um
efeito benéfico ou adverso no crescimento e desenvolvimento in vitro, podendo
ser causa de sucesso ou falha na regeneracéo de diferentes espécies (Pan e
Van Staden, 1998). Esses efeitos benéficos do carvao ativo ainda ndo sdo bem
entendidos, entretanto, acredita-se que grande parte dos beneficios esta
relacionada a adsorcdo de substancias inibitérias ou tdxicas, tais como
metabdlitos, reguladores de crescimento e gases téxicos (Pan e Van Staden,
1998).
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Figura 2- Embriogénese somatica em soja a partir de cotilédones imaturos da
cultivar CAC-1. (A) Cotilédones imaturos com a face abaxial em contato com o
meio MSD40; (B) Agregados de embrides globulares isolados em meio MSD
20; (C) Detalhe de embrides globulares; (D) Embrides submetidos a
histodiferenciacdo, com detalhe para um embrido no estagio cotiledonar.
Barras: A,B=10mm,C=0,5mmeD =2,5mm.
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A diferenciacdo de embrides somaticos de soja ocorreu quando as
culturas foram transferidas para meio MS basico destituido de reguladores de
crescimento e suplementado com maltose, apds serem submetidas a
dessecacao.

Embora embrides somaticos de soja sejam morfologicamente similares
ao embrido zigotico, a frequéncia de germinacédo daqueles é geralmente bem
menor do que a destes (Liu et al., 1994). Dessa forma, a dessecacéo constitui
uma estratégia para aumentar a freqiéncia de germinacdo daqueles embrides
em soja (Bunchhein et al., 1989).

Apos a diferenciagcédo dos embrifes somaticos, verificou-se a presencga de
embrides mal formados e com eixos ou cotilédones fundidos em maior
quantidade do que embrides normais. Tais anomalias podem aparecer quando
as divisbes das ceélulas em areas meristematicas acontecem antes da
diferenciacdo da gema apical e dos cotilédones e ndo s&o inerentes aos
embrides somaéticos, ocorrendo também em embrides zigéticos imaturos
cultivados in vitro (Barros, 1999). Em geral, esses embrides ndo continuam seu
desenvolvimento, entrando em processo necrotico.

Boa parte dos embrides derivados das cultivares CS 303 TNKCA, CD
219 RR e FMT Tucunaré ndo conseguiram recuperar-se do processo de
dessecacdo, ndo germinando em meio apropriado. Ao contrario, esses
embribes adquiriam aspecto escuro e necrosado. Portanto, apenas 80 embrides
de CAC-1 foram submetidos as etapas de alongamento e conversdao em
plantas. Essa incapacidade de germinacédo também foi relatada por Lima (2005)
em relagdo a embrides derivados da cultivar CAC-1. De acordo com a referida
autora, a exposicdo a 2,4-D por longos periodos afeta a germinacdo dos

embrides somaticos, culminando em uma taxa de regeneracao baixa.
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Figura 3- Germinacao e aclimatizagéo. (A) Embrido somatico da cultivar CAC-1
germinado em meio MSO; (B) Exemplos de plantas regeneradas e
aclimatizadas em casa de vegetagao. Barra = 10 mm.

A maioria dos embrides derivados da -cultivar CAC-1 que nao
apresentavam anormalidades desenvolveu-se corretamente, podendo ser
observada a emisséo de raizes e, posteriormente, o desenvolvimento da parte
aérea (Figura 3 A). No entanto, alguns embrides germinados apresentavam
apenas desenvolvimento radicular ou apical, sendo descartados, uma vez que
ndo seriam capazes de originar plantas. Nessa etapa também houve muitas
perdas, tendo sido possivel recuperar apenas 18 plantulas a partir de embrides
somaticos de CAC-1.

A morte de grande quantidade de plantas regeneradas também foi
observada durante o periodo de aclimatizacao. Esse fato pode ser atribuido a
escassez de nutrientes e a proliferacdo de fungos fitopatogénicos na agua ou

no substrato vegetal utilizado.
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Desse modo, foi possivel obter apenas oito plantas da variedade CAC-1
completamente estabelecidas em casa de vegetacdo. No entanto, observou-se
que essas plantas apresentaram-se frageis, com florescimento precoce, e com
porte e producdo de gréos inferiores aos de plantas ndo submetidas ao cultivo
in vitro (Figura 3 B).

As mudancas no microclima causadas pela aclimatizacdo também
podem ser responsaveis pelas mortes das plantas regeneradas, sendo um dos
maiores obstaculos a ser contornado. A passagem das condi¢des in vitro, em
gue varios parametros estdo otimizados e controlados, para condicfes de
menor umidade, intensidade de luz superior e autotrofia deve ser um processo
gradual, permitindo que a planta adapte o sistema radicular e os estbmatos as

novas condicdes.
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4. CONCLUSOES

As metodologias utilizadas na obtencdo de embrides sométicos a partir
de explantes cotiledonares mostraram-se eficientes para as cultivares CAC-1 e
CD 219 RR, que apresentaram frequéncias de inducdo de embrides
satisfatorias.

Os resultados do presente trabalho indicam o estabelecimento de um
protocolo de inducdo de embriogénese somatica efetivo que pode ser utilizado,
posteriormente, em experimentos de transformacdo genética de soja no
Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do Oleo e Proteina da Soja
em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV. Embora néo tenha sido possivel obter
nenhum embrido germinado de CD 219 RR, essa cultivar mostrou-se
promissora. Além disso, ficou evidente a necessidade de estudos mais
especificos visando a aumentar as taxas de histodiferenciacdo e de conversao
dos embrides em plantulas para cultivares como CD 219 RR, que sdo muito
responsivas a inducdo de embribes somaticos, mas que apresentam limitacées

quanto a germinacgao e a aclimatizacao.
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CAPITULO 2

ESTABELECIMENTO DE METODOLOGIAS PARA
ORGANOGENESE A PARTIR DE NOS COTILEDONARES DE
SOJA (Glycine max (L.) Merrill)

RESUMO

Para que a transformacédo genética seja realizada, protocolos eficientes
de regeneracéao e de selecdo devem ser desenvolvidos, permitindo a conversao
dos explantes transformados em plantas transgénicas. Considerando-se que as
respostas morfogénicas em soja sao genétipo-dependentes, a padronizacdo de
protocolos para cada cultivar € necessaria. O presente trabalho foi desenvolvido
com 0s seguintes objetivos: (i) induzir a organogénese direta a partir de noés
cotiledonares de soja da cultivar CAC-1, (ii) aclimatizar as plantas obtidas, (iii)
estabelecer a concentracdo do herbicida Finale® capaz de inibir a
organogénese em noés cotiledonares e (iv) verificar a presenca de possiveis
variantes somaclonais. Apds a germinacgdao in vitro, os nos cotiledonares foram
preparados e colocados com a face adaxial embebida no meio de inducéao de
brotos, no qual permaneceram por 28 dias, ou até que fosse observada a
formacao de brotos. Esses brotos foram transferidos para o meio de elongacéo,
sendo subcultivados a cada 15 dias. Quando os explantes alcancavam tamanho
de aproximadamente 4 cm, cada broto foi excisado e colocado em meio de
enraizamento, onde permaneceram até que apresentassem um sistema
radicular bem desenvolvido. As plantas enraizadas foram submetidas ao
processo de aclimatizacdo. Do total de 600 explantes, foi possivel recuperar
156 plantas (eficiéncia de regeneracdo de 26%), indicando a adequacao das
metodologias de organogénese e de aclimatizacdo para a recuperagdo de

plantas a partir de nos cotiledonares da cultivar CAC-1. A partir do ensaio de
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curva de sobrevivéncia foi possivel observar que o herbicida Finale®, na menor
concentracdo utilizada (3 mg.L™), mostrou-se efetivo na selecdo de brotos no
transformados e impediu a formacdo de novos brotos. Para a verificacdo da
presenca de variantes somaclonais, as sementes das plantas regeneradas
foram submetidas a andlises dos teores de Oleo e proteina por meio da
metodologia NIRS, sendo possivel identificar plantas com conteudo de 6leo e
de proteina superiores aos das testemunhas, indicando presenca de possiveis

variantes somaclonais.

Palavras-chave: organogénese, nés cotiledonares, soja, variagdo somaclonal.
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1. INTRODUCAO

A introducd@o de caracteristicas agronomicamente importantes em soja
tem sido realizada por meio da transformacdo genética de plantas como um
método alternativo ao melhoramento convencional (Torres et al., 1998; Lima,
2005).

De forma geral, trés tipos principais de explantes tém sido utilizados em
trabalhos de transformacdo genética de soja: nos cotiledonares, eixo
embrionario e cotilédones imaturos. Nos dois primeiros tipos de explantes, a
regeneracao ocorre por meio da via organogenética, e no ultimo, por meio da
embriogénese somatica (Widholm et al., 2010).

Embora o protocolo de transformacédo de ndés cotiledonares originalmente
publicado por Hinchee et al. (1988) venha sendo repetido, modificado, aplicado
a outros genotipos e adaptado para utilizagdo com diferentes agentes seletivos,
a obtencdo de plantas transgénicas a partir dessa metodologia ainda ndo é
rotineira, estando limitada a poucos laboratérios e a alguns cultivares de soja
(Hong et al., 2007). Somado a isso, existe o fato de as respostas morfogénicas
nessa espécie serem marcadamente influenciadas pelo genétipo (Sairam et al.,
2003).

Diferentes autores tém relatado que a transformacgédo genética de nds
cotiledonares mediada por Agrobacterium e a regeneracao de plantas por meio
da organogénese proporcionam a obtencdo de plantas transgénicas com uma
baixa eficiéncia. Segundo Olhoft et al. (2003, 2007), uma das causas dessa
baixa eficiéncia é a dificuldade em regenerar plantas ap6s os procedimentos de
transformacao. Assim, para que as técnicas de transformacéo tenham sucesso,
também € necessaria uma metodologia eficiente para a regeneracdo de novo
de plantas.

Qualquer processo que tenha por objetivo a obtencdo de plantas

geneticamente modificadas depende da utilizacdo de um sistema gene
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marcador/agente seletivo que permita a selecdo de células transformadas
(Souza-Junior et al.,, 2001). Dessa forma, uso de um gene marcador no
processo de transformacéo de plantas fornece uma vantagem seletiva para as
células transformadas, permitindo o seu crescimento, desenvolvimento e,
geralmente, a morte das células ndo transformadas. Em alguns casos, o proprio
gene marcador é o gene de interesse que poderia expressar uma caracteristica
agrondmica, como resisténcia a herbicida (Aragdo e Brasileiro, 2002). O
marcador de selecdo confere carater dominante as células transformadas,
resultantes da incorporacdo da nova caracteristica, que ndo esta presente nas
células nédo transformadas (Brasileiro e Aragdo, 2001). Portanto, a otimizacao
de metodologias de selecdo de eventos transgénicos € crucial para 0 aumento
da eficiéncia de transformacéo (Sommers et al., 2003).

O gene marcador de selecdo bar (isolado de Streptomyces
hygroscopicus) tem sido amplamente utilizado para selecionar transformantes
(Zhang et al., 1999; Olhoft e Sommers 2001; Paz et al., 2004; Zeng et al., 2004,
Paz et al., 2006). Esse gene codifica para a enzima fosfinotricina-N-
acetiltransferase, a qual confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amonio.
Este herbicida € um tripeptidio composto por dois residuos de L-alanina e um
residuo de fosfinotricina (PPT), um anélogo do glutamato. O PPT é um inibidor
da glutamina sintetase (GS), uma enzima que converte glutamato em glutamina
e remove a amonia téxica da célula. A inibicdo da enzima GS causa a morte da
planta devido ao efeito fitotoxico do acumulo de aménia e ruptura dos
cloroplastos, inibindo a fotossintese. A enzima fosfinotricina-N-acetiltransferase
realiza uma detoxificacdo, permitindo que as células sobrevivam mesmo em
presenca do herbicida (Lindsey, 1992).

O Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do Oleo e Proteina
da Soja em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV tem feito esfor¢cos para a
obtencdo de plantas geneticamente modificadas por meio da utilizacdo de
ferramentas biotecnologicas. Com esse objetivo, Martins (2007) realizou
transformacdo de explantes de nos cotiledonares de soja, via A. tumefaciens,

visando a obtencdo de linhagens que apresentassem a cossupressdo da
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enzima lisofosfatidilcolina aciltransferase (LPCAT). No entanto, ndo houve
sucesso nos procedimentos de aclimatizacao das plantas transformadas. Desse
modo, o estabelecimento de um protocolo eficiente de regeneracdo e
aclimatizacao de plantas de soja, obtidas por meio da organogénese direta de
nés cotiledonares, ainda se faz necessario.

Visando a padronizacado de um protocolo para organogénese que possa
ser utilizado em experimentos de transformacdo genética no ambito do
Programa de Melhoramento Genético da Qualidade do Oleo e Proteina da Soja
em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV, o presente trabalho foi desenvolvido
com 0s seguintes objetivos especificos: (i) induzir a organogénese direta a partir
de nos cotiledonares de soja da cultivar CAC-1, (ii) aclimatizar as plantas
obtidas, (iii) estabelecer a concentracdo do herbicida Finale® capaz de inibir a
organogénese em ndés cotiledonares e (iv) verificar a presenca de possiveis
variantes somaclonais por meio da determinacdo da porcentagem de Oleo e

proteina em sementes produzidas por plantas aclimatizadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e inducdo de organogénese em noés
cotiledonares

Para a realizacao do presente trabalho foram utilizadas sementes de soja
(Glycine max (L.) Merrill) da cultivar CAC-1. Essa cultivar € semi-tardia (ciclo de
126-145 dias), possui habito de crescimento determinado, produtividade em
torno de 3360 kg/ha e apresenta resisténcia ao cancro da haste e a mancha
olho-de-ra.

As plantas foram cultivadas em casa vegetacdo com fotoperiodo de 14
horas de luz e temperatura de 27 + 2 °C. Ap6s o amadurecimento fisiologico
das sementes, as vagens foram coletadas e desinfestadas por imersao em
etanol 70% (v/v) por 1 min, seguido de agua sanitaria comercial (2,5% de
hipoclorito de sodio) acrescida de Tween 20 0,01% por 20 min. Apoés trés
lavagens em agua deionizada estéril, as vagens foram secas em temperatura
ambiente e abertas para a retirada das sementes, as quais foram armazenadas
em dessecador a 4 °C até o momento da utilizacéo.

No momento de sua utilizagdo, as sementes foram desinfestadas por 24
h em camara de gas cloro, conforme a metodologia proposta por Di et al. (1996)
e colocadas para germinar em meio contendo sais e vitaminas B5 (Gamborg et
al. 1968), FeEDTA (Murashige e Skoog, 1962), MES 3 mM, sacarose 3% (p/v),
Gelrite® 0,2% (p/v), com pH ajustado para 5,4. As placas de Petri (90 x 15 mm;
J. Prolab) foram vedadas com filme plastico PVC (Goodyear®) e mantidas &
temperatura de 26 + 1 °C, irradiancia de 50-90 umol m? s e fotoperiodo de 16
h de luz. As placas foram mantidas nessa condicdo até que as sementes
germinassem e o0s cotilédones adquirissem coloracdo verde e as primeiras
folhas verdadeiras medissem de 4 a 10 mm de comprimento, conforme descrito
por Olhoft et al. (2006).
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Para a obtencdo dos explantes, a raiz e parte do hipocotilo foram
excisados com auxilio de um bisturi, os cotiléedones foram separados por meio
de um corte vertical ao longo do hipocétilo. O epicotilo foi removido para que
houvesse a quebra da dominéancia apical e inducdo da proliferacdo de
meristemas axilares (Olhoft et al. 2006). Esse explante foi denominado né
cotiledonar (Figura 1 B).

Os nos cotiledonares foram colocados perpendicularmente no meio de
inducao de brotos (SIM), com a regido do meristema embebida no meio. O meio
SIM é constituido por sais e vitaminas B5, suplementado com Fe-EDTA, MES 3
mM, sacarose 3% (p/v), Gelrite® 0,2% (p/v), 1,67 mg.L"* BAP com pH ajustado
para 5,6. As placas de Petri foram vedadas com Micropore (Nexcare®, 3M), e os
explantes permaneceram nesse meio por dois subcultivos quinzenais, ou até
gue pudessem ser visualizados os brotos.

Depois de aproximadamente 30 dias, os explantes foram transferidos
para frascos do tipo Magenta® (Sigma) vedadas com Micropore, contendo meio
de elongacdo (SEM), constituido por sais MS, vitaminas B5, MES 3 mM,
sacarose 3% (p/v), Gelrite® 0,2% (p/v), BAP 1,67 mg.L™, GA3;0,5 mg.L™, AIA 0,1
mg.L™?, Zeatina 1 mg.L™", com pH ajustado para 5,6. Os cotilédones foram
transferidos a cada 15 dias e para um meio SEM fresco, excisando-se do
explante o tecido morto.

Quando os brotos alcancaram um tamanho de aproximadamente 4 cm,
cada broto foi excisado e colocado em meio de enraizamento, contendo sais B5
(1/2 X), vitaminas B5, MS Fe-EDTA, MES 3 mM, sacarose 3% (p/v), Gelrite®
0,2% (p/v), AIB 1 mg.L™, pH 5,6, em tubos de vidro (25 x 150 mm). As plantulas

foram mantidas nesse meio por aproximadamente dez dias.

2.2. Etapas de aclimatizagcéo das plantas

Quando as plantulas apresentavam sistema radicular bem desenvolvido,
foram retiradas do meio de cultura e mantidas em agua por 3 dias, cobertas

com plastico e sob condicbes da sala de cultivo. Em seguida, foram transferidas
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para copos plasticos de 100 mL, contendo a mistura de substrato agricola Plant
Max® (Eucatex) estéril e fibra de coco, na proporcéo de 1:1. As plantas foram
mantidas por 10 dias completamente cobertas com plastico, em um sistema de
prateleiras com fotoperiodo de 12 h de luz e irradiancia de 60-86 umol m? s?,
utiizando lampadas fluorescentes de 40 W (Osram). Nas duas semanas
subsequentes, o plastico foi retirado gradativamente, até que as plantas
estivessem bem adaptadas as condi¢cbes ambientais.

Posteriormente, essas plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo, sendo mantidas sob sistema de irrigacao artificial tipo nevoeiro,
coberto com sombrite, com intervalos de pulverizacdo de adgua de 1 min a cada
1 h. Quando o primeiro par de folhas novas abria, as plantas foram retiradas do
sombrite e transplantadas para vasos contendo solo adubado, permanecendo
ainda sob o sistema de nevoeiro por aproximadamente uma semana.
Finalmente, os vasos foram mantidos nas condi¢bes normais de cultivo da casa

de vegetacéao.

2.3. Curva de sobrevivéncia para o herbicida Finale®

Tendo em vista que o objetivo em longo prazo do presente trabalho é a
padronizacdo de metodologia para a transformacdo genética de soja, noés
cotiledonares da cultivar CAC-1 foram submetidas ao ensaio de curva de
sobrevivéncia. Esse ensaio foi realizado para determinar a concentracao
adequada do herbicida Finale®, que contém glufosinato de aménio como
componente ativo, capaz de inibir a organogénese em explantes nao
transformados. Para tanto, nés cotiledonares mantidos por 14 dias no meio SIM
foram colocados em meio SIM acrescido do herbicida nas seguintes
concentracdes: 0, 3, 6, 9, 12 mg.L™*. Cada tratamento continha 3 repeticdes,

cada uma constituida por uma placa contendo 5 nos cotiledonares.
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2.4. Determinacdo dos teores de 6leo e de proteina de grdos de
plantas regeneradas por meio de espectroscopia de reflectancia no
infravermelho préximo (NIRS)

A técnica de espectroscopia de reflectancia no infravermelho préximo (do
inglés Near Infrared Reflectance Spectroscopy, NIRS) sera aqui chamada de
metodologia NIRS. Esse método tem sido empregado na identificacdo de
substancias orgéanicas (como proteinas, aminoéacidos, lipidios e carboidratos)
que sado detectadas na regido do infravermelho préximo.

No presente estudo, a determinacédo dos teores de 6leo e de proteina foi
realizada em espectrébmetro de infravermelho proximo com transformada de
Fourier (FT-NIR), modelo Antaris Il (Thermo Scientific) utilizando-se semente de
soja moida das plantas regeneradas por organogénese. Para tanto, farelo de
cerca de 10 sementes de soja foi colocado no acessorio sample cup spinner e o
espectro da amostra foi medido.

Das 156 plantas regeneradas, 150 produziram numero maior que 10
sementes, sendo selecionadas para a analise pela metodologia NIRS. Como
testemunhas, foram utilizadas 10 plantas da cultivar CAC-1 crescidas nhas
mesmas condi¢cdes ambientais e durante 0 mesmo periodo em que as plantas
regeneradas por organogénese foram aclimatizadas em casa de vegetacéo.
Cada espectro gerado foi avaliado utilizando-se equacdes de regressao
previamente estabelecidas.

Para a quantificagdo de proteina, a equacdo de regressado foi ajustada
utilizando o método de minimos quadrados parciais (PLS - partial least square)
e com corre¢do multiplicativa do sinal (MSC - multiplicative signal correction)
utilizando-se comprimento de onda variando de 4026-9950 cm™.

Na determinacdo das porcentagens de o6leo também foi utilizado o
método de minimos quadrados parciais (PLS - partial least square), com
correcdo multiplicativa do sinal (MSC - multiplicative signal correction), cujo
modelo que mais se ajustou foi quando se realizou a primeira derivagdo. O

comprimento de onda variou de 4000-9780 cm™.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducdo de organogénese a partir de nés cotiledonares e
aclimatizacao das plantas

O mecanismo de coleta e desinfestagdo juntamente com o meio de
germinacdo adotado proporcionaram reduzido grau de contaminacdo e
germinacao das sementes (Figura 1 A). Dois métodos para desinfestacdo de
sementes maduras de soja tém sido bastante utilizados: o método denominado
desinfestacdo a seco ou com gas cloro (Di et al., 1996) e o método da
desinfestacao por imersdo em hipoclorito de sédio (Lu et al., 1994). O primeiro,
utiizado nesse trabalho, mostrou-se eficiente, sem reduzir a taxa de
germinacdo das sementes. Além disso, o processo de desinfestacdo por gas
cloro permite que as sementes sejam utilizadas posteriormente, desde que
mantidas em condi¢cdes assépticas. No entanto, h4 demonstracdes de que
prolongados periodos de exposicdo das sementes de soja ao gas cloro podem
causar efeitos adversos na qualidade da semente comprometendo a
germinacao e regeneracéao (Paz et al., 2004).

Os explantes cultivados no meio SIM que desenvolveram brotos
caracteristicos foram selecionados e transferidos para o meio SEM (Figura 1 C
e D). Durante esse cultivo, quando o caule atingia aproximadamente 70 mm e
apresentava um ou mais trifoliolos, as plantulas foram consideradas aptas para
o0 enraizamento. No meio RM, em aproximadamente 10 dias, as plantulas ja
apresentavam raizes bem desenvolvidas, indicando a possibilidade de inicio do
processo de aclimatizacdo (Figura 1 E e F). Portanto, os meios SIM, SEM e
RM, descritos por Olhoft et al. (2006), mostraram-se eficientes para 0s

processos de inducgao, elongacao e enraizamento dos brotos na cultivar CAC-1.
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Figura 1- Inducdo de organogénese a partir de nos cotiledonares de soja
cultivar CAC-1. (A) Germinacédo; (B) Explante; (C) Inducdo de brotos; (D)
Alongamento dos brotos; (E) Enraizamento; (F) Plantula submetida as etapas
de aclimatizacdo. Barras: A, C, D, E=10 mm, B=5mm e F = 50 mm.
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A padronizacdo de protocolos para a organogénese a partir de nos
cotiledonares para a cultivar CAC-1 ainda ndo havia sido realizada.
Considerando-se que a regeneracdo em soja € marcadamente genotipo-
dependente (Sairam et al.,, 2003), a verificacdo do potencial organogénico
dessa variedade permitira a sua subsequente utilizacdo em estudos de
transformacao genética em soja .

Além dos meios de cultivo, outras condicdes adotadas, como luz
(intensidade, qualidade e fotoperiodo), temperatura e vidrarias de cultivo (tipo,
tamanho e sistema para permeabilidade a trocas gasosas) constituem
elementos importantes para as respostas in vitro (Ribeiro, 2006). Nesse sentido,
a utilizacdo de frascos do tipo Magenta® na fase de elongacéo dos brotos e a
utilizagdo da fita hipoalergénica Micropore representaram uma modificagao
importante do protocolo descrito por Olhoft et al. (2006) implementada no
presente trabalho.

A utilizacdo de frascos tipo Magenta® proporcionou maior espaco para o
desenvolvimento dos brotos no meio de elongacao, permitindo que eles fossem
mantidos nesse meio até atingirem tamanho adequado. A fita Micropore € um
tipo de vedacg&o que permite uma maior troca gasosa entre o ambiente interno e
o externo ao frasco de cultivo, sendo visivel a perda de agua do meio de cultura
durante a conducéo dos experimentos.

Segundo Ribeiro (2006), a elevada umidade relativa do ambiente interno
dos frascos de cultura pode influenciar caracteristicas anatémicas, fisiologicas e
morfoldgicas, resultando em alta mortalidade ex vitro. No presente experimento,
um ambiente com maior troca gasosa pode ter influenciado o alongamento dos
apices caulinares, permitindo maior recuperacao de brotos para enraizamento.
Além disso, condi¢cdes de menor umidade dentro dos frascos de cultura podem
ter efeito benéfico para o processo de aclimatizacdo, aumentando a taxa de
sobrevivéncia das plantas, uma vez que a atmosfera interna dos frascos de
cultura fica menos contrastante com aquela encontrada no ambiente externo.

Ao todo, foram realizados 6 experimentos de indugdo de organogénese,

cada um com 100 explantes de nés cotiledonares. De um total de 600

67



explantes, foi possivel obter 156 plantas regeneradas, o que resultou em uma
eficiéncia de regeneragédo de 26%. Foi observado que, embora uma massa de
brotos tenha sido originada no no cotiledonar em presenca de BAP, no méximo
quatro brotos por explante chegavam a crescer o suficiente para que pudessem
ser colocados no meio de enraizamento (dados ndo mostrados). Brotos muito
pequenos nao foram utilizados, uma vez que originavam plantulas muito
pequenas, que freqliientemente morriam logo apos serem transplantadas para a
mistura de substrato vegetal com fibra de coco.

A aclimatizacédo de plantas regeneradas tem sido considerada uma fase
critica em qualquer processo de obtencéo de plantas transgénicas (Olhoft et al.,
2003, 2007). Martins (2007) relatou em seu trabalho que plantulas regeneradas
a partir de nos cotiledonares de soja da variedade CAC-1 nao sobreviveram
mais que trés dias em condi¢des de laboratorio, sendo observada uma severa
clorose nas folhas das plantas transferidas para substrato vegetal. Segundo a
autora, a regeneracdo in vitro as torna mais frageis e sensiveis a qualquer
alteracdo ambiental.

Todas as etapas de aclimatizacdo propostas por Lima (2005) foram
seguidas com pequenas modificacdes, o que tornou possivel conduzir plantulas
de soja derivadas da cultivar CAC-1 regeneradas a partir de nos cotiledonares
até a fase producdo de sementes.

Vale salientar que, quando as plantas foram transplantadas para os
vasos contendo solo adubado, foram adicionados os fungicidas Monceren®wWP
(Bayer) e Ridomil Gold®MS (Syngenta) em doses recomendadas pelos
fabricantes, uma vez que, nos primeiros testes realizados, houve perda de
algumas plantas por podriddo do sistema radicular. Essa podridao
possivelmente foi causada por fungos, e a adicdo desses compostos permitiu o
controle desses microrganismos. Outro fator que pode ter colaborado para a
podriddo das raizes foi o excesso de agua no solo devido a alta umidade
proporcionada pelo nevoeiro e também a dificuldade de escoamento da agua

no solo em virtude de sua compactacdo no preparo dos vasos. Dessa forma, o
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solo do vaso passou a ser periodicamente revolvido, durante o tempo em que
0S vasos encontravam-se sob o nevoeiro.

Durante a etapa de aclimatizacéo, verificou-se que as plantas floresciam
precocemente, o que resultou na diminuicdo do potencial agronémico do
material vegetal. Com isso, foi possivel observar, em casa de vegetacao,
plantas que mediam aproximadamente 20 cm e j& produziam uma ou duas
vagens, e, logo apds, entravam em senescéncia (Figura 2). Para contornar esse
problema, as plantas foram submetidas a iluminacdo artificial, como
recomendado por Olhoft (2006), por mais 6 horas. Uma vez que a soja € uma
espécie de dias curtos e requer noites longas para o florescimento, tal
procedimento contribuiu para a reducgéo do florescimento precoce.

Outro procedimento adotado foi o corte do broto apical depois de
aproximadamente 20 dias de transplantio para o vaso. Esse procedimento
promovia a perda da dominancia apical e a quebra da dorméncia das gemas
axilares, permitindo maior formacédo de ramos laterais, e, por consequéncia,

proporcionando maior producéo de vagens.
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D
Figura 2- Etapas da aclimatizacdo de plantas. (A) Agua; (B) Mistura de
substrato vegetal e casca de coco; (C) Detalhe da floracdo precoce; (D) e (E)

Plantas aclimatizadas.
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3.2. Curva de sobrevivéncia para o herbicida Finale®

Em trabalho realizado por Barros (2006) foram construidos cassetes de
expressdo para silenciamento génico da proteina P34 e dos inibidores de
protease do tipo BBl em sementes de soja. Essas constru¢cbes contém as
sequéncias invertidas dos genes a serem silenciados sob o controle do
promotor 35S (constitutivo). Sousa (2007) trabalhou com a construcdo de
cassetes de expressao para silenciamento do gene da oleoil dessaturase, sob
controle do promotor 35S e do promotor do gene da subunidade alfa da beta-
conglicina (semente-especifico). Além disso, foram construidos cassetes de
expressdo para o silenciamento dos genes da 1,2-diacilglicerol
colinafosfotransferase e da lisofosfatidilcolina aciltransferase, sob o controle do
promotor 35S. Nas construcfes acima descritas, esta presente o gene bar para
a selecdo das plantas transformadas. Esse gene codifica para a enzima
fosfinotricina acetiltransferase, que confere resisténcia a herbicidas que
contenham glufosinato de amdnio como composto ativo.

Considerando que o objetivo em longo prazo deste trabalho é a
padronizacdo de metodologia para regeneracdo de plantas apds serem
submetidas a transformacdo genética, foi realizado o ensaio de curva de
sobrevivéncia para Finale®, cujo componente ativo é o glufosinato de aménio.

Com base no experimento realizado, foi possivel observar que, apés os
14 dias no meio SIM acrescido de Finale®, os explantes apresentavam
consideravel amarelamento e um reduzido niumero de brotos, indicando que o
glufosinato de amdnio impediu a formacao de novos brotos, além de provocar a
clorose, e, ocasionalmente, a morte dos mesmos (Figura 3). Portanto, mesmo a
menor concentracdo utilizada (3 mg.L™!) mostrou-se efetiva na selecdo de

brotos nao transformados.
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Figura 3- Brotos regenerados a partir de nés cotiledonares da cultivar CAC-1
submetidos a diferentes concentracées do Herbicida Finale®. Barra = 5 mm.
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Uma estratégia de selecdo efetiva € muito importante para o
desenvolvimento de um sistema de transformacao. A efetividade do sistema de
selecdo depende de muitos fatores, incluindo o tipo de tecido, o tamanho do
explante, propriedades quimicas, concentracao do agente seletivo e o tempo de
selecdo (Bowen, 1993). O gene bar tem sido um dos principais marcadores de
selecdo utilizados em trabalhos envolvendo a transformacdo de nés
cotiledonares em soja.

O glufosinato de aménio é considerado um agente seletivo de contato,
ou seja, tem a capacidade de selecionar apenas os tecidos que estdo em
contato direto com o meio (Monteiro, 2005). Portanto, apenas o0s brotos
induzidos a partir de nés cotiledonares de soja que estivessem em contato
direto com o meio contendo herbicida estavam sujeitos a sua agéo. Por esse
motivo, o0s nés cotiledonares contendo brotos foram  dispostos
perpendicularmente no meio SIM acrescido de Finale® para permitir que toda a
regido do né cotiledonar estivesse em contato com o agente seletivo.

Trabalhos tém sido realizados com o intuito de estabelecer as
concentracoes de glufosinato de amoénio capazes de inibir a morfogénese in
vitro em diversos explantes. Em trabalho de transformac&o de nés cotiledonares

de soja via Agrobacterium realizado por Zhang et al. (1999), foi utilizado 5 mg.L
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! de glufosinato de aménio em meio de inducdo e 2 mg.L™* na fase de
elongacdo dos brotos transformados. Zeng et al. (2004) utilizaram glufosinato
de amodnio para selecdo durante a iniciacdo e alongamento dos brotos apés a
transformacdo de nos cotiledonares de soja. Esses autores utilizaram niveis
variados de glufosinato (de 3 a 10 mg.L™) durante os estagios de inducdo e
elongagédo dos brotos. Segundo os referidos autores, o melhor sistema de
selecao foi alcancado quando se utilizou 8 mg.L™ durante as etapas de inducéo
dos brotos e 3 - 4 mg.L™ nas etapas de elongacéo. Paz et al. (2004) utilizaram
com sucesso 6 mg.L™? de glufosinato de aménio tanto para a inducdo quanto
para a elongagdo dos brotos, tendo relatado que esse sistema de selec&o

contribuiu para o aumento da eficiéncia de transformagéo.

3.3. Composicédo de 6leo e proteina do grao

A metodologia NIRS tem sido reconhecida como uma ferramenta rapida,
muito poderosa e util para andlises bioquimicas de alimentos e analises de
sementes e produtos derivados para caracteristicas de importancia nutricional e
industrial (Sato et al., 2002; Alishahi et al., 2010).

Plantas regeneradas in vitro podem apresentar variagdes morfoldgicas e
bioguimicas em relacdo a cultivar que as deu origem (Radhakrishnam e Kumari,
2009) que podem ser consequéncias de variacdo somaclonal. Assim, no
presente estudo, a metodologia NIRS foi utilizada para determinar as
porcentagens de 6leo e de proteina nas sementes de plantas regeneradas por
organogénese. Buscou-se identificar plantas que apresentavam porcentagens
de 6leo e de proteina superiores as testemunhas.

Das 156 plantas regeneradas, 150 produziram numero maior que 10
sementes, sendo essas selecionadas para a analise pela metodologia NIRS. Os
contetdos médios de 6leo e de proteina, determinados a partir de sementes de
soja moida, foram respectivamente, 22,10 + 1,66% e 41,16 + 2,27% para as
plantas regeneradas e 23,44 + 1,46% e 37,89 £ 2,78% para as testemunhas

(cultivar CAC-1). De todas as plantas regeneradas, trés apresentaram teores de
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Oleo e seis apresentaram teores de proteina acima dos valores apresentados

pela testemunhas (Figura 4), indicando presenca de possiveis variantes

somaclonais.
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Figura 4- Percentuais de 6leo e proteina, medidos em sementes de soja moida,
para plantas regeneradas por organogénese e em testemunhas da cultivar

CAC-1.
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Recentemente, alguns autores tém demonstrado a utilidade da
metodologia NIRS para avaliagcéo de plantas transformadas. Munck et al. (2001)
avaliaram farelo de cevada transgénica, sendo possivel distinguir amostras com
maior concentracdo do aminoacido lisina daquelas de conteudo normal. Rao e
Hildebrand (2009) utilizaram NIRS para a avaliacdo do conteudo de 6leo em
sementes de soja transformadas com o gene SLC1 de leveduras, que codifica
para uma lisofosfatidil acil transferase, verificando aumento na fragdo 6leo das
sementes analisadas. Jiao et al. (2010) realizaram estudo comparativo entre
cultivares transgénicas e nédo transgénicas de arroz, verificando altera¢des nos
conteudos de proteina, acidos graxos e vitaminas, dentre outros componentes
entre as cultivares transgénicas e n&o transgénicas.

Estudos envolvendo a utilizacdo de caracteristicas morfoloégicas na
identificacdo de variantes somaclonais em soja foram desenvolvidos por
diferentes autores (Barwale e Widholm, 1987; Freytag et al. 1987; Graybosh et
al., 1987; Amberger et al., 1992; Widholm, 1996; Radhakrishnam e Kumari,
2008), tendo sido relatada baixa frequéncia de variagdo somaclonal, quando
comparada a outras espécies de plantas.

Nguyen et al. (2001) analisaram pela metodologia NIRS 2.008 plantas
oriundas de 28 plantas regeneradas via embriogénese somatica, 95 via
organogénese e 25 recuperadas a partir de protoplastos, de cinco cultivares
diferentes de soja. Apos trés ciclos de selecao os referidos autores encontraram
duas linhas regeneradas derivadas da cultivar Jack com alto contetudo de 6leo
na semente, demonstrando presenca de variagdo somaclonal.

Radhakrishnam e Kumari (2009) estudaram o contetdo de proteinas em
raizes, caules, folhas e sementes de plantas de soja micropropagadas,
comparando-os com plantas crescidas em casa de vegetagdo. Os autores
observaram aumento nos conteudos protéicos de raizes e folhas e diminuicdo
em caules. Em relagéo ao grao, as plantas micropropagadas apresentaram um
pequeno aumento em relacdo as plantas ndo micropropagadas, ndo sendo
possivel concluir sobre efeitos detrimentais causados pelo processo de

micropropagacao.
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No presente estudo, foi possivel recuperar plantas com elevados
contetdos de Oleo e de proteina, quando comparadas com as testemunhas,

indicando presenca de possiveis variantes somaclonais.
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4. CONCLUSOES

As metodologias utilizadas para a inducdo de organogénese e
aclimatizacdo de plantas regeneradas a partir de nds cotiledonares de soja
mostraram-se adequadas para estudos envolvendo a cultivar CAC-1. Além
disso, foi possivel observar que o Finale®, em concentracdo de 3 mg.L™
mostrou-se efetivo na selecdo de brotos nao transformados e impediu a
formacao de novos brotos. Considerando-se que as respostas morfogénicas em
soja sao gendtipo-dependentes e que ainda ndo havia sido realizado nenhum
trabalho de padronizacdo de protocolos confiaveis para a regeneracao e
aclimatizacdo para a cultivar CAC-1, os resultados obtidos no presente trabalho
poderdo ser utilizados em trabalhos posteriores que envolvam a transformacéo
genética dessa cultivar.

A partir das anélises dos teores de 6leo e de proteina em sementes de
soja, por meio da metodologia NIRS, foi possivel identificar plantas regeneradas
com elevados conteudos de 6leo e de proteina, quando comparadas com as
testemunhas. Esses resultados indicam presenca de possiveis variantes
somaclonais com caracteristicas agrondmicas interessantes, que podem ser

exploradas dentro do programa de melhoramento.
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CAPITULO 3

GENETIC STABILITY OF SOYBEAN (Glycine max (L.) Merrill)
REGENERATED PLANTS THROUGH ORGANOGENESIS

ABSTRACT

The Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) marker assay was employed
to evaluate the genetic stability of regenerated soybean plants obtained through
organogenesis from cotiledonary nodes of soybean cultivar ‘CAC-1". Twelve
ISSR primers generated a total of 170 amplicons among the tissue-cultured
plants. A homogeneous amplification profile was observed for 148
micropropagated plants and eight different profiles were detected. These results
indicate the usefulness of ISSR markers for monitoring genetic stability in
soybean plants recovered through organogenesis. In addition, the cotiledonary
node organogenesis, as described here, was found to be an adequate method

for obtaining genetically stable regenerated soybean plants.

Additional key words: axillary multiplication, molecular markers, somaclonal

variation, clonal fidelity.
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1. INTRODUCTION

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is one of the most important sources of
edible protein and oil for humans and animals. As an important feed and food
source, there is great interest in the genetic improvement of different traits of
soybean crops.

Tissue culture and genetic transformation techniques have proven to be
effective tools in the breeding programs of several plant species (Pinto et al.
2010), producing novel and genetically diverse plant materials.

As cells in culture divide mitotically during dedifferentiation and growth
clonal fidelity of regenerated plants should be expected (Bennici et al. 2004,
Xing et al. 2010). However, some observations indicate that plantlets derived
from in vitro culture and their progenies may develop altered phenotypic traits
and reveal a wide array of culture induced genetic variants (Phillips et al. 1994,
Jain and De Klerk 1998, Yang et al. 1999, Siragusa et al. 2007) leading to a
phenomenon called somaclonal variation (Larkin and Scowcroft 1981).

Most somaclonal variation occurs as a consequence of the stress
imposed on the plant in culture conditions and is manifested in the form of DNA
methylations, chromosome rearrangements and point mutations (Phillips et al.
1994). Although somaclonal variations may be used as a source of variation to
generate superior plants, it could be a serious problem in plant tissue culture
where the aim is to develop identical somaclones of a desired variety, resulting
in the production of undesirable traits or plant off-types (Karp 1995, Cassells et
al. 2001, Bennici et al. 2004, Venkatachalam et al. 2007).

The development of strategies to assess the genetic stability of in vitro
plants is highly valuable and, techniques such as chromosomal analysis, flow
cytometry, and fingerprinting by molecular markers have been used (Jain and
De Klerk 1998, Jain 2001, Joshi and Dhawan 2007, Pinto et al. 2010, Xing et al.
2010). During the last few years, molecular techniques including various DNA
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markers such as restriction fragment length polymorphism (RFLP), random
amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphism
(AFLP), simple sequence repeats (SSR) and inter-simple sequence repeats
(ISSR), have been developed and successfully utilized for analyzing genetic
fidelity of in vitro propagated plantlets. Moreover, tissue- and environment-
independence in expression of these DNA-based markers have made them
more reliable over morphological and isozyme markers (Venkatachalam et al.
2007). ISSR markers have been successfully applied to detect the genetic
similarities or dissimilarities in micropropagated material in various plant species
(Ngezahayo et al. 2007, Joshi and Dhawan 2007, Venkatachalam et al. 2007,
Gantait et al. 2008, Kengkarj et al. 2008, Rout et al. 2009, Pifia-Escutia et al.
2010, Tyagi et al. 2010, Xing et al. 2010, Zhang et al. 2010). ISSR requires only
a small amount of DNA and allows a quick and economical analysis of many
samples. Furthermore, it detects genetic mutations at hypervariable sites, such
as DNA repetitive regions, using highly specific 16-25-bp long primers (Rout et
al. 2009). For this reason, this technique is highly discriminative, with reliability
and repeatability (Reddy et al. 2002).

As for other legume plants, tissue culture-induced variation has also been
known to occur in soybean. To date, very little is known regarding the genetic
stability in soybean tissue culture and especially in regenerated plants. For
instance, there are studies using morphological traits analysis to access
somaclonal variation in different soybean cultivars (Barwale and Widholm 1987,
Freytag et al. 1987, Graybosh et al. 1987, Amberger et al. 1992, Widholm 1996,
Radhakrishnam and Kumari 2008). While the frequency of somaclonal variation
is relatively low in soybean in comparison to some other crop species, the above
mentioned researchers have described a number of variants, including
maternally inherited wrinkled leaf, chlorophyll-deficiency, dwarfism, sterility,
maturity, height, leaf shape and variegation. Nguyen et al. (2001) recovered
soybean somaclones showing high seed oil content from plants regenerated via
embryogenesis, organogenesis and protoplasts. Gesteira et al. (2002) were the

first to evaluate genetic stability in soybean plants obtained through somatic
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embryogenesis using RAPD markers assay, and they described a relatively low
somaclonal variation rate (< 5%). Regarding somaclonal variation in
organogenesis-derived soybean plants, no reports of the use of molecular
markers were found in the surveyed literature. Thus, it is necessary to evaluate
the potential for genetic variation induced by organogenesis to ensure that the
parental genotype remains true-to-type during regeneration.

Therefore, in the present investigation we report the results of molecular
analysis of nuclear DNA, based on the ISSR technique, aimed at assessing the
effects of the in vitro culture on the genetic homogeneity of soybean plants
regenerated through organogenesis from mature seeds. In the surveyed
literature, there are no reports on studying genetic variation in regenerated
soybean plants through organogenesis by ISSR markers, and retaining genetic

integrity would be useful for transformation and breeding programs.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. In vitro procedure

Soybean plants from the cultivar ‘CAC-1’ were grown in a greenhouse
under standard conditions. Seeds were sterilized using chlorine gas, as
described by Di et al. (1996).

The cotyledonary-node method described here was modified from Olhoft
et al. (2006). Briefly, sterilized seeds were germinated on germination medium
(GM) containing B5 basal salts and vitamins (Gamborg et al. 1968), 3 mM MES,
3% (w/v) sucrose, 0.2% (w/v) Gelrite®, with pH adjusted to 5.4, in sterile crystal
Petri dishes (90 x 15 mm; J. Prolab, Brazil). The dishes were sealed with strips
of 9 uM polyvinylchloride film (Goodyear®, Sdo Paulo, Brazil) and kept under
culture room conditions for 5-7 days, or until the cotyledons turned green, at
temperatures of 26 + 1 °C under a 16 h photoperiod with 50-90 pmol m? s™
irradiance from two fluorescent tubes (20 W; Osram, Sao Paulo, Brazil).
Cotiledonary node explants were prepared from a single seedling and the two
explants obtained were then transferred into solidified shoot induction medium
(SIM, B5 basal salts and vitamins, 3mM MES, 3% (w/v) sucrose, 0.2% (w/v)
Gelrite®, 1.67 mg.L™ BAP, pH 5.6) with the hypocotyl and cotyledonary node
placed within the medium. The Petri dishes were sealed with adhesive
hypoallergenic tape (Nexcare®; Micropore, 3M, Sdo Paulo, Brazil) and kept in
this medium for two subcultives of 14 days under the same culture room
conditions. Cotyledons were excised and the explant containing the newly
developed shoots (callus/shoot pad) was sub-cultured onto shoot elongation
medium (SEM, MS basal salts (Murashige and Skoog 1962) and B5 vitamins, 3
mM MES, 3% (w/v) sucrose, 0.2% (w/v) Gelrite®, 1.67 mg.L™ BAP, 0.5 mg.L™
GAs3, 0.1 mg.L™" IAA, 1 mg.L™ zeatin-riboside, pH 5.6) in Magenta® (Sigma, St,
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Louis, USA) vessels sealed with adhesive hypoallergenic tape. The explants
were transferred to new SEM medium every 14 days. Elongated shoots, over 4
cm in length, were placed into rooting medium (RM, half-strength B5 basal salts,
full-strength B5 vitamins, 3 mM MES, 3% (w/v) sucrose, 0.2% (w/v) Gelrite®, 1
mg.L™" IBA, pH 5.6). Once a small root was formed on the shoot, the plantlets
were transferred to pots containing water for 2 days, then transferred directly to
pots filled with a mixture (1:1) of autoclaved Plant Max® (Eucatex, Curitiba,
Brazil) and defibered coconut. To reduce moisture loss and to protect the shoot
from the surrounding environment, the plantlets were covered with a clear
plastic container for approximately 10 days. The plants were then transferred to
larger pots containing soil. The greenhouse conditions were set to 28°C with a
16/8-h (light/dark) photoperiod under natural lights supplemented with lamps.

2.2. DNA isolation

DNA extractions of soybean seeds from regenerated plants were
performed as described by McDonald et al. (1994), with slight modifications.
One soybean seed was ground and 50 mg of the crushed seed tissue placed in
a centrifuge tube and 1 mL of extraction buffer (200 mM Tris-HCI pH 7.5, 288
mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) added. This mixture was vortexed for 30 s
and centrifuged for 4 min at 10,144 x g. After centrifugation, the supernatant was
retained, centrifuged again and transferred to another centrifuge tube.
Proteinase K (Sigma, St, Louis, USA) and CaCl, at final concentration 100
pg.mL™ and 10 pg.mL™ respectively were added. The tube was incubated at 37
°C in a water bath for 1 h 30 min. Absolute isopropanol (900 pL) was added and
allowed to precipitate the DNA for 2 min. The DNA was pelleted by
centrifugation for 7 min at 10,144 x g and the pellet air-dried for 15 min at room
temperature. The pellet was resuspended in TE buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8.0) containing RNase A (Sigma, St, Louis, USA) at a final
concentration of 40mg.pL™ and was incubated at 37 °C in a water bath for 1 h

30 min. The DNA was precipitated again with isopropanol (900 pL) and the
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pellet obtained was resuspended in 300 puL TE buffer and stored at -20 °C for

subsequent use.

2.3. ISSR fingerprinting

For ISSR amplification, a total of 100 ISSR primers (UBC primer set #9,
Biotechnology Laboratory, University of British Columbia, Canada) were
evaluated using three randomly chosen individuals. Twenty primers produced
strong bands and were further evaluated for ISSR polymorphism. Different
concentrations of several reaction components (primer: 0.15, 0.20, 0.25 or 0.30
mM; DNA template: 30, 60 or 120 ng; MgCl,: 2.0, 2.5, 3.0 or 3.5 mM;
formamide: 1.0 or 2.0%) and a range of annealing temperatures (45-55 °C) were
tested. The banding pattern produced by each primer and factor combination
was inspected visually for reproducibility, intensity and presence of
polymorphism. Among the twenty primers, twelve that showed strong and
reproducible bands were selected for subsequent experiments (Table 1).

Final PCR amplifications of 15 pL total volume consisted of 30 ng of
template DNA, 1.5 yL of 10x PCR buffer (Phoneutria, Minas Gerais, Brazil), 0.2
mM of each dNTP (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany), 1% formamide (Sigma,
St, Louis, USA), 0.2 uM of primer, 0.75 U of Taqg DNA polymerase (Phoneutria,
Minas Gerais, Brazil), ultrapure water and different concentrations of MgCl,
(Phoneutria, Minas Gerais, Brazil, Table 1). PCR amplification was programmed
on a MasterCycler Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) using the
following conditions: a denaturation step at 94 °C for 5 min, then 35 cycles of 45
s denaturation at 94 °C, 45 s annealing at 46 to 55 °C (Table 1) and 90 s
extension at 72 °C, followed by a 7 min extension at 72 °C. 5 pL of the
amplification product was separated by electrophoresis on 5% polyacrilamide
gels with 1x TAE buffer at constant voltage (50 V) for approximately 12 h.
Negative controls, in which template DNA was omitted, were used throughout
the amplification. A 100 bp DNA ladder (Invitrogen, Gran Island, New York) was

used to verify the length of fragments. Gels were silver stained according to the
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procedure described by Benbouza et al. 2006. Gels were dried at room
temperature and DNA bands were viewed directly with aid of a white light box,
and then photographed under UV light using the gel documentation system L-
PIX EX (Locus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil). To ensure consistency during
scoring of band size, the images were grouped according to ISSR primer and

analyzed side-by-side on a computer screen.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

In the present study ISSR technique was used to evaluate soybean plants
regenerated through organogenesis to detect somaclonal variation. A total of
one hundred primers were initially screened and finally twelve were chosen for
the present study, based on their amplification products which were revealed to
be very clear and easy to interpret. Also PCR amplification conditions such as
magnesium chloride, template DNA, Tag DNA polymerase concentrations and
annealing temperature were optimized to produce sharp ISSR bands with high
intensity and without smearing effects. Moreover, the pattern of amplification
was highly reproducible when this process was repeated (at least once) for each
primer.

The twelve ISSR primers used in this analysis gave rise to 170 well-
resolved band classes, ranging from approximately 300 bp to 4 kb in size. The
number of bands for each primer varied from 11 to 18. Thus, 14 bands, on
average, were amplified per primer. Primer UBC 890 amplified 18 bands and
primer UBC 873 amplified 11 bands (Table 1). The amplification pattern of tissue
cultured-raised soybean plants is shown by representative gel profiles of primers
UBC 808 e UBC 812 (Figure 1).

Of the 1,872 total band profiles (total number of plants analyzed x total
number of primers used) obtained only eight appeared different. Therefore, from
the 156 recovered plants, only eight showed variation in the amplification
patterns in relation to the cultivar CAC-1. This corresponds to a somaclonal
variation frequency of 5.13%. This relatively low frequency of polymorphism in
the ISSR profile of recovered plants indicates the genetic stability of
organogenesis-derived soybean plants through the described protocol.

Since somaclonal variation is expected under tissue culture conditions
(Larkin and Scowcroft 1981), especially in the presence of growth regulators, the
genetic fidelity of the recovered soybean plants needed to be checked.
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According to Vasil (1987), organogenic differentiation is more prone to somatic
variations. Hence it becomes imperative to regularly check the genetic integrity
of the regenerated plants in order to produce clonally uniform progeny.
Variations induced by genetic and epigenetic mechanisms are very likely to be
reflected in the banding profiles developed by employing different marker
systems.

Since simple sequence repeat based primers target the fast evolving,
hypervariable sequences (Reddy et al. 2002), they are considered suitable to
detect variations among tissue culture regenerated plants (Chowdary et al.
1998, Leroy et al. 2001, Rahman and Rajora 2001). ISSR methods have been
successfully applied together with other molecular markers (AFLP, RFLP and
RAPD) to detect the genetic stability of in vitro regenerated plants, such as
Actinidia sp. (Palombi and Damiano 2002); Oryza sativa (Ngezahayo et al.
2007); Swertia chirayita (Joshi and Dhawan 2007); Musa sp. (Venkatachalam et
al. 2007, Rout et al. 2009); Anthurium andreanum (Gantait et al. 2008);
Dendranthema grandiflora (Kengkarj et al. 2008); Anoectochilus formosanus
(Zhang et al. 2010); Capparis decidua (Tyagi et al. 2010); Solanum melongena
(Xing et al. 2010); Tigridia pavonia (Pifa-Escutia et al. 2010).

In soybean, tissue -culture-induced somaclonal variation has been
assessed through the analysis of phenotypic traits in plants recovered by both
pathways: embryogenesis and organogenesis (Barwale and Widholm 1987,
Freytag et al. 1987, Graybosh et al. 1987, Amberger et al. 1992, Widholm, 1996,
Radhakrishnam and Kumari, 2008). In particular, Radhakrishnam and Kumari
(2008) evaluated morphological (length of roots, shoots, petioles, internodal
region and pods; fresh and dry weight from seed and root) and yield
characteristics (flowers/nodal region, pods/nodal region, seeds/pod) of soybean
plants cultured through an organogenic regeneration procedure and they did not
find detrimental or beneficial effects of somaclonal variation. However,
Radhakrishnam and Kumari (2009) and Nguyen et al. (2001), reported changes

in oil and protein contents from regenerated soybean plants.
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Concerning the use of molecular markers for assessing clonal fidelity in
soybean, Gesteira et al. (2002) reported a relatively low (<5%) somaclonal
variation rate with the use of RAPD markers, and concluded that the somatic
embryogenesis methodology employed was suitable for obtaining genetically
modified plants. The current results demonstrated a relatively low somaclonal
variation in frequency (5.13%), which are in accordance with values reported by
Gesteira et al. (2002) for the same soybean cultivar. A proposed explanation for
this low somaclonal variation rate is that the plants regenerated from organized
callus vary less than those from unorganized callus, whereas no, or very little
variation, occurs when plants are regenerated directly without an intermediate
callus phase (Leroy et al. 2001, Sliwinska and Thiem 2007, Xing et al. 2010).
For this reason an efficient organogenesis might be the method of choice for
soybean plants recovery after transformation assays.

It is well known that high levels of growth regulators induce somaclonal
variation (Gesteira et al. 2002, Martins et al. 2004, Martin et al. 2006,
Venkatachalan et al. 2007). Tun et al. (2001) demonstrated that high dosages of
BAP are responsible for nitric oxide (NO) synthesis. This compound has been
shown to generate mutations and DNA damage (Lin et al. 2000, Siragusa et al.
2007). These changes can be considered responsible for genetic and epigenetic
somaclonal variation found in cell, tissue and organ culture derived plants
(Cassels and Cury 2001, Siragusa et al. 2007).

In the present study, analysis was carried out to evaluate the genetic
stability of regenerated and acclimatized organogenesis-derived soybean plants.
Our results demonstrated that most of the recovered plants were found to
remain stable, as assessed by ISSR markers, indicating the usefulness of this
regeneration protocol for soybean regeneration in diverse biotechnological

approaches.
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Table 1- List of UBC primers used for detecting clonal stability in recovered plants.

Primer Annealing Number Fragment Number of
UBC . MgCl; . :

primer sequence* temperature (MM) of bands Size polymorphic
(5 -3) (°C) amplified (bp) profiles

807 (AG)sT 51 3.5 14 500-2,500 2

808 (AG)sC 50 3.0 17 300-3,000 2

809 (AG)sG 50 3.5 13 500-4,000 -

812 (GA)sA 55 2.0 14 500-2,000 1

834 (AG)sYT 50 3.5 12 350-3,500 -

835 (AG)sYC 51 3.5 15 300-3,000 2

836 A(AG)sYA 50 3.5 12 300-4,000 -

844 (CT)sRA 51 3.0 15 700-4,000 -

873 (GA)sCA 46 3.0 11 700-4,000 -

884 HBH(AG); 50 3.5 14 300-2,000 -

886 VDV (CT); 50 3.5 15 500-3,000 1

890 VHV(GT); 52 3.0 18 350-3,500 -

*R=(AG);,Y=(CT);B=(C,GT);D=(AGT);H=(ACT),V=(ACG).
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Figure 1- Examples of DNA profiles amplified from soybean organogenesis-
derived plants with the ISSR primers UBC 808 (A) and UBC 812 (B). Lane L
represents the 100 bp DNA ladder from Invitrogen. Lanes 1 and 13 represents
ISSR profiles for cultivar ‘CAC-1". Lanes 2-12 and 14-25 represents tissue
culture recovered plants. Lanes 5 and 24 corresponds to variant regenerants R-
5 and R-125 respectively.
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