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Metodologia para transformacgao de soja via
Agrobacterium tumefaciens

A transformacédo genética de plantas é uma ferramenta amplamente utilizada nas
mais diversas espécies, com aplicacées que incluem desde a validacao funcional
de genes na pesquisa bdasica, até a obtencao comercial de plantas Geneticamen-
te Modificadas (GMs). Uma das principais vantagens da técnica é a obtencao de
plantas transgénicas, que permite a incorporacao de caracteristicas desejadas
presentes em espécies nao relacionadas, as quais ndao poderiam ser incorporadas
por meio do melhoramento convencional.

Existem diversas metodologias para a transformacao genética, incluindo eletro-
poracdo, microinjecdo, choque térmico, entretanto, os sistemas utilizados na
transformacéao de plantas sdao majoritariamente a biobalistica (bombardeamento
de microparticulas) e a Agrobacterium tumefaciens (agro infiltracdo ou co-cultivo)
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 2015).

O primeiro evento transgénico de soja aprovado para comercializacao, a Soja RR
(resistente ao herbicida glifosato), foi obtido através da técnica de biobalistica
(PADGETTE et al., 1995). Apesar de eficiente, esse sistema apresenta algumas
limitacbes em comparacao a transformacao por Agrobacterium, sendo a principal
delas a introducao de multiplas cépias do gene no genoma da planta transforma-
da (LEE et al., 2013), dificultando o trabalho para obtencdo de um evento elite.

Embora a transformacao genética via Agrobacterium seja rotina para muitas es-
pécies, principalmente em plantas modelo como Arabidopsis thaliana, em outras,
como a soja, a eficiéncia de transformacao ainda é baixa. Ao longo dos anos,
muitos esforcos tém sido colocados visando o desenvolvimento e adaptacdo de
metodologias de transformacao de soja. Apesar dos avancos obtidos, a eficiéncia
ainda é abaixo do desejado, além de ser influenciada pelo genétipo utilizado (JIA
et al., 2015).

A seguir, descrevemos um protocolo para transformacado genética de soja via
Agrobaterium tumefaciens, adaptado a partir da metodologia de PAZ et al.
(2006). Esse protocolo tem sido eficiente na obtencédo de plantas de soja GMs,
com resultados satisfatérios em diferentes cultivares e com diferentes constru-
coes génicas.

Metodologia

Crescimento de Agrobacterium tumefaciens para o co-cultivo

e Iniciar o pré-inéculo a partir de uma colénia isolada de Agrobacterium contendo a cons-
trucdo alvo, transferindo para 5 mL de meio YEP liquido (Anexo 1) suplementado com
antibidtico especifico para a estirpe e construcdo em uso;

e Manter o pré-inoculo em incubadora com agitacao orbital a 150 x rpm, em temperatura
de 28°C por 24h;

e Apds esse periodo, transferir 50 yL do pré-inéculo para um Erlenmeyer de 250 mL con-
tendo 100 mL de meio YEP liquido (Anexo 1) suplementado com antibiético apropriado,
incubando nas mesmas condicdes descritas anteriormente;

e Medir a densidade 6ptica (absorbancia) DO600 da cultura, que devera estar entre 0,6-0,9;

e Centrifugar o inéculo a 5.000 x g por 10 minutos;
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e Remover o sobrenadante e ressuspender o pellet em 40 mL de meio de Co-Cultivo Liqui-
do (MCC Liquido) (Anexo 2).

Assepsia e germinacdo das sementes para preparo dos cotilé-
dones

e Dispor as sementes em placas de Petri e manter em dessecador para desinfestacao por
16 horas, através da utilizacao de gas cloro, produzido pela adicdo de 3,5 mL de 12N HCI
em 100 mL de hipoclorito de sédio comercial 2,0%;

e Apds a exposicdo ao gas cloro, transferir as placas fechadas para camara de fluxo lami-
nar, onde permanecerdo abertas por 30 minutos para remocao do gas;

e Efetuar a semeadura das sementes em Meio de Germinacao (MG) (Anexo 3), mantenho
as mesmas incubadas em camara de crescimento com condicées de fotoperiodo (F), tem-
peratura (T) e umidade relativa (UR) controladas (F16h/T25°C/UR60%) para hidratacéo.

Infeccdo dos explantes

e Com auxilio de pinca e bisturi realizar um corte no sentido horizontal na semente (sera
utilizada somente a metade contendo a regido do eixo embrionério, sendo a outra metade
descartada);

e Fazer uma pequena excisdo no eixo embriondrio na regido correspondente a ponta da
radicula (Figura 1);

e Remover o tegumento e separar os cotilédones para exposicdo do eixo embrionario;

e Efetuar a retirada dos primérdios foliares (Figura 1), para que o meristema apical seja
exposto;

Radicula

Primordios Foliares
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Figura 1. Morfologia interna da semente de soja com a indicacdo das regides da radicula (apds corte
na extremidade) e dos primérdios foliares.

e Com auxilio de uma microescova de aco inoxidavel, que auxilia na abertura de poros
para facilitar a infeccéo, realizar o ferimento (raspando 10 a 15 vezes) na regido do me-
ristema apical (logo abaixo dos primérdios foliares). Tal ferimento deve ser feito dentro do
meio MCC Liquido (Anexo 2) e os explantes devem permanecer no meio por aproximada-
mente 10 min;

e Transferir para placa de Petri contendo meio MCC Sdélido (Anexo 4) recoberto com uma
folha de papel de filtro estéril, 10 explantes com a parte adaxial voltada para o meio de
cultura. O uso do papel de filtro estéril sobre o meio tem a finalidade de evitar o cresci-
mento excessivo de Agrobacterium;

e Fechar a placa e vedar com fita selante porosa (tipo micropore);

e Incubar por cinco dias em camara de crescimento (F16h/T25°C/UR60%).
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A Figura 2 ilustra os procedimentos acima descritos.

Figura 2. Etapas da infeccdo de explantes de soja por Agrobacterium. A) Sementes apds 16h em Meio de Germinacédo; B) Corte hori-

zontal das sementes; C) Remocédo da ponta da radicula; D) Semente apds a remocédo da ponta da radicula; E) Retirada do tegumento; F)

Abertura dos cotilédones; G) Remocao dos primérdios foliares; H) Realizacdo do ferimento com auxilio de micro escova; 1) Transferéncia

dos explantes para o Meio de Co-Cultivo Sélido.

Regeneracao e selecao

e Apods o periodo em meio MCC Sélido (Anexo 4), lavar
os explantes em agua destilada autoclavada para retirar
o excesso de Agrobacterium (4 a 5 vezes);

e Observar a presenca de fungos, bactérias e a colora-
cdo. Os materiais contaminados podem ser submetidos
a uma triplice lavagem com uma solucao de meropene
(25 mg.L") ou entdo descartar. Apenas os explantes
saudaveis serao utilizados na préxima etapa;

e Cortar a regido do hipocétilo que cresceu;

e Transferir os explantes para o Meio de Inducéo de
Multibrotamento (MIB1) - Sem agente seletivo - (Anexo
5), com a parte aérea em contato com o meio de cultura
para induzir a formacao de multibrotos. Nesta etapa
dar preferéncia pela utilizacdo de placas mais altas para
permitir o crescimento dos brotos;

e Manter os explantes em meio MIB1, incubados em
camara de crescimento (F16h/T25°C/UR60%) por 15
dias;

e Transferir os explantes para o Meio de Inducao de Mul-
tibrotamento 2 (MIB2) - Com o agente seletivo - (Anexo
6), onde permanecerao incubadas por mais 15 dias nas
condicOes descritas anteriormente;

e Cortar na base do cotilédone para exposicdo de novos
tecidos e transferir para o Meio de Alongamento (MA)
(Anexo 7). Manter incubado em cédmara de crescimento
(F16h/T25°C/UR60%);

e A cada 15 dias, realizar nova transferéncia para o
mesmo meio (MA), realizando um novo corte da base do
cotilédone, até que os novos brotos alcancem tamanho
ideal para a préxima etapa. Os brotos podem permane-
cer nessa etapa por até oito semanas;

e Quando os brotos atingirem aproximadamente 3 cm de
comprimento (Figura 3), cortar e transferir para frascos
magenta com Meio de Enraizamento (ME) (Anexo 8);

e Para uma melhor inducdo do enraizamento, os brotos
recém cortados sdo imersos durante um minuto em uma
solucdo de acido indolbutirico (1 mg.mL") e inseridos no
meio de cultura. Os explantes alongados permanecem
em camara de crescimento (F16h/T25°C/UR60%), por
uma ou duas semanas, até o aparecimento de mais de
duas raizes.

A seguir (Figura 3), estdo representadas as princi-
pais etapas da fase de regeneracao e selecado de
plantas de soja GMs:
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Figura 3. Etapas da regeneracdo e selecdo dos explantes. A) Lavagem com &gua destilada; B) Explantes antes do corte do hipocétilo;

C) Explantes apds o corte do hipocétilo; D) Transferéncia para placas com Meio de Inducdo de Multibrotamento 1; E) Explantes em Meio

de Alongamento F) Corte dos brotos; G) Imersdo em solucdo de acido indolbutirico; H) Transferéncia dos brotos para o meio de enraiza-

mento; |) Plantas com desenvolvimento adequado para transferéncia e aclimatacdo em vasos.

Aclimatacao

e Remover cuidadosamente as plantas desenvolvidas
da magenta e lavar em agua destilada para remover o
excesso de meio presente nas raizes;

e Colocar cada planta em um vaso plastico contendo

substrato constituido de terra:areia:composto organico

(3:2:2), cobrir o vaso com saco plastico e manter em

camara de crescimento (F16h/T25°C/UR60%) por pelo

menos uma semana;

e Ao final da aclimatacédo, transferir as plantas para casa

de vegetacdo e testar via PCR convencional (Reacdo em

Cadeia da Polimerase) para confirmacéao do inserto.

ANEXOS - Procedimentos para
preparo dos meios

1- Meio YEP Liquido
Em um Becker de 1 L adicionar:
e 5 g de extrato de levedura
e 10 g de bacto peptona
e 5 g de NaCl
Completar o volume para 900 mL com &agua
destilada
Ajustar o pH para 7,0

Completar o volume para 1 L, aliquotar e
autoclavar.

Esfriar o meio até 60 °C e adicionar os antibiéticos
especificos para a estirpe e a construcao em uso.

2- Meio de Co-Cultivo Liquido (MCC)
Em um Becker de 1 L adicionar:

e 0,32 g de Gamborg “s B-5 Basal Salt Mixture

e 1 mL de solucdo de vitamina Gamborg s (1000X)

e 4,26 g de 4cido 2-(n-morfolino) etanosulféonico monohidra-

tado (MES)

e 30 g de sacarose

e 334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.mL")
Completar o volume para 900 mL com agua desti-
lada
Ajustar o pH para 5,4
Completar o volume para 1 L, aliquotar em frascos
de 250 mL e autoclavar.
Apés autoclavagem, esfriar o meio até 60 °C e
adicionar os componentes previamente filtro esteri-
lizados:

e 1 mL de ditiotreitol (DTT) 1 M
e 200 uL de Silwet L-77
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e 250 uL de acido giberélico (1 mg.mL™")
e 200 uL de acetoseringona (1 M)
e 1 mL de tiosulfato de sédio (1 M)

e 4 mL de cisteina (100 mg.mL").

3- Meio de Germinacao (MG)
Em um Becker de 1 L adicionar:

e 3,2 de Gamborg “s B-5 Basal Salt Mixture

e 1 mL de solucdo de vitamina Gamborg s (1000X)

e 0,64 g de 4cido 2-(n-morfolino) etanosulfénico monohidra-

tado (MES)

e 30 g de sacarose
Completar o volume para 900 mL com &agua desti-
lada
Ajustar o pH para ~5,6-5,7
Completar o volume para 1 L e adicionar em um
Erlenmeyer de 2 L contendo 6,5 g de agar e auto-
clavar
Esfriar o meio até 60 °C e distribuir em placas de
Petri (90x15 mm).

4- Meio de Co-Cultivo Sélido (MCC)
Em um Becker de 1 L adicionar:

e 0,32 g de Gamborg ‘s B-5 Basal Salt Mixture

e 1 mL de solugdo de vitamina Gamborg s (1000X)

e 4,26 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfénico monohidra-

tado (MES)

e 30 g de sacarose

e 334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.mL")
Completar o volume para 900 mL com &agua desti-
lada
Ajustar o pH para 5,4
Completar o volume para 1 L e adicionar em um Er-
lenmeyer de 2 L contendo 4 g de agar e autoclavar.
Apés autoclavagem, esfriar o meio até 60 °C e
adicionar os componentes previamente filtro esteri-
lizados:

e 1 mL de ditiotreitol (DTT) 1 M

e 250 uL de acido giberélico (1 mg.mL™")
e 200 uL de acetoseringona (1 M)

¢ 1 mL de tiosulfato de sédio (1 M)

e 4 mL de cisteina (100 mg.mL")

e Distribuir o meio em placas de Petri (90x15 mm).

5- Meio de Inducdo de Multibrotamen-
to1 (MIB1) - Sem agente seletivo
Em um Becker de 1 L adicionar:

e 3,2 g de Gamborg “s B-5 Basal Salt Mixture

e 1 mL de solucdo de vitamina Gamborg “s (1000X)

e 0,64 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfénico monohidra-

tado (MES)
e 30 g de sacarose
e 334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.L")

Completar o volume para 900 mL com agua desti-
lada
Ajustar o pH para ~5,6-5,7
Completar o volume para 1 L e adicionar em um Er-
lenmeyer de 2 L contendo 7 g de agar e autoclavar.
Apds autoclavagem, esfriar o meio até 60 °C e
adicionar os componentes previamente filtro esteri-
lizados:

e 2 mL de meropene (12,5 mg.L")

e Distribuir o meio em placas de Petri (90x15 mm).

6- Meio de Inducado de Multibrotamen-
to2 (MIB2) - Com agente seletivo
Em um Becker de 1 L adicionar:

e 3,2 g de Gamborg “s B-5 Basal Salt Mixture

e 1 mL de solucdo de vitamina Gamborg “s (1000X)

e 0,64 de acido 2-(n-morfolino) etanosulfénico monohidra-

tado (MES)

e 30 g de sacarose

e 334 uL de benzil amino purina (BAP) (5 mg.L")
Completar o volume para 900 mL com &agua desti-
lada
Ajustar o pH para ~5,6-5,7
Completar o volume para 1 L e adicionar em um Er-
lenmeyer de 2 L contendo 7 g de agar e autoclavar.
Apés autoclavagem, esfriar o meio até 60 °C e
adicionar os componentes previamente filtrados e
esterilizados:

e 2 mL de meropene (12,5 mg.L")

e Adicionar o agente seletivo na concentracdo recomendada

e Distribuir o meio em placas de Petri (90x15 mm).

7- Meio de Alongamento (MA)
Em um Becker de 1 L adicionar:

e 4,4 g de meio MS (Murashige e Skoog, 1962)

e 1 mL de solucdo de vitamina Gamborg “s (1000X)

e 0,64 g de de acido 2-(n-morfolino) etanosulfénico monohi-

dratado (MES)

e 30 g de sacarose
Completar o volume para 900 mL com &agua desti-
lada
Ajustar o pH para ~5,6-5,7
Completar o volume para 1 L e adicionar em um Er-
lenmeyer de 2 L contendo 7 g de agar e autoclavar.
Apébs autoclavagem esfriar o meio até 60 °C e
adicionar os componentes previamente filtro esteri-
lizados:

e 500 uL de acido giberélico (1 mg.mL™)

e 2 mL de meropene (12,5 mg.L")

e Adicionar o agente seletivo na concentracdo recomendada
e 1 mL de asparagina (50 mg.L")

e 1 mL de &cido piroglutamico (50 mg.L")
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e 1 mL de zeatina (0,5 mg.L")
e 100 uL acido 3-indol acético (1 mg.mL™")

e Distribuir o meio em placas de Petri (90x20 mm).

8- Meio de Enraizamento (ME)
Em um Becker de 1 L adicionar:

e 2,2 g de meio MS (Murashige e Skoog, 1962)

e 1 mL de solucdo de vitamina Gamborg “s (1000X)

e 0,64 g de acido 2-(n-morfolino) etanosulfénico monohidra-

tado (MES)

e 20 g de sacarose
Completar o volume para 900 mL com &agua desti-
lada
Ajustar o pH para ~5,6-5,7
Completar o volume para 1 L e adicionar em um Er-
lenmeyer de 2 L contendo 7 g de agar e autoclavar
Apés autoclavagem, esfriar o meio até 60 °C e dis-
tribuir o meio em magentas e/ou copos de plastico.
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