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Métodos de infecção de Agrobacterium rhizogenes sobre o crescimento de 
raízes na transformação transiente de explantes de soja in vitro
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Introdução

A biotecnologia é uma importante ferramenta utilizada na indústria, na saúde e também na 
agricultura, onde o uso de ferramentas biotecnológicas permitiu significativos avanços de pro-
dutividade principalmente em commodities como milho e soja. Esses incrementos estão princi-
palmente associados a transgenias que conferem às plantas resistência a herbicidas e a pragas 
(Azadi et al., 2015). De acordo com Scandizzo e Savastano (2010), o uso de culturas transgê-
nicas permitiu grandes incrementos de produtividade, sendo considerada uma revolução nos 
sistemas agrícolas quando comparado às técnicas utilizadas no final dos anos 1980. Em soja, a 
produtividade na safra 2009/2010 foi de aproximadamente 2,9 t/ha e alcançou 3,5 t/ha na safra 
de 2022/2023, sendo que parte deste aumento nas taxas de produtividade se deve a adoção 
dos cultivos transgênicos associados a melhores práticas agrícolas e ganhos genéticos (Conab, 
2024).

Apesar dos benefícios na transformação genética de plantas, a regulamentação de OGMs 
(Organismos Geneticamente Modificados) é onerosa e demanda a aprovação de diversas agên-
cias reguladoras, o que torna o processo lento e burocrático. Atualmente, novas técnicas como 
a edição gênica via CRISPR permite a manipulação de genes sem a incorporação de elementos 
exógenos ao genoma da planta, podendo assim ser considerado como um organismo genetica-
mente modificado não transgênico (Van Vu et al., 2022).

As técnicas de transformação de plantas são geralmente trabalhosas, com baixa eficiência e 
na qual cultivares elites são recalcitrantes aos processos de transformação, o que resulta no au-
mento do tempo necessário desde a transformação até posterior avaliação fenotípica (Son; Park, 
2022). A escolha dos genes candidatos à edição é chave para garantir o sucesso do procedimen-
to, uma vez que a edição de um único gene pode resultar em respostas parciais ou nulas, devido 
à existência de genes homólogos ou em múltiplas cópias. Outra limitação é a baixa eficiência dos 
RNA guias no processo de edição (Naim et al., 2020).

A transformação transiente é uma abordagem mais simples e rápida que permite a valida-
ção de múltiplos guias na edição de diferentes genes candidatos. A transformação mediada por 
Agrobacterium rhizogenes em soja resulta na geração de raízes transgênicas, as quais podem 
ser posteriormente sequenciadas para confirmação da edição gênica desejada. No entanto, o 
desenvolvimento e crescimento das raízes podem ser afetados de acordo com a diferentes me-
todologias de infecção (Kereszt et al., 2007; Ron et al., 2014).

O método mais comumente utilizado na transformação com A. rhizogenes é a infiltração a 
vácuo, que consiste na aplicação de vácuo nos explantes na presença do caldo bacteriano per-
mitindo assim que as bactérias se infiltrem nos tecidos da radícula (Arun et al., 2015; Theboral et 
al., 2017). Outro método utilizado é a realização de injúrias nos tecidos, as quais podem ser rea-
lizadas por perfurações ou pequenas raspagens de forma mecânica, com o auxílio de um bisturi 
ou uma pequena escova metálica (brush) (Yamada et al., 2010). Ambos os métodos apresentam 
vantagens, o vácuo pela padronização, rapidez e menor demanda de trabalho e o brush pela 
simplicidade, por não requerer nenhum equipamento ou etapa adicional.
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento e desenvolvimento radicular 
de explantes de soja transformados com diferentes métodos de infecção por Agrobacterium rhi-
zogenes.

Material e métodos

Inóculo e material vegetal 

A estirpe de A. rhizogenes utilizada foi K599, transformada com o vetor pRAF-17-Tc. Uma 
placa de ativação foi preparada com meio LB ágar suplementado com os antibióticos tetraciclina 
(5 mg/L) e espectinomicina (50 mg/L). A placa foi estriada a partir de um estoque em glicerol 
mantido a -80 °C, e posteriormente incubada a 28 °C no escuro por 4 dias para a obtenção de 
colônias isoladas. O inóculo foi preparado a partir de uma única colônia, crescida em 100 mL 
de meio LB líquido em um erlenmeyer de 250 mL. O meio foi suplementado com os antibióticos 
descritos acima, e mantido sob agitação em shaker orbital a 160 rpm por 3 dias.

Sementes selecionadas da cultivar BRS 573 foram esterilizadas por expurgo em gás cloro. 
Aproximadamente 70 sementes foram colocadas em placas de petri de 60 mm de diâmetro man-
tidas abertas em um recipiente com tampa hermética, contendo 100 mL de hipoclorito de sódio 
comercial (2,5%) em um béquer ao qual foi adicionado 5 mL de ácido clorídrico concentrado (36 
%), para liberação do gás cloro e o recipiente foi fechado. As sementes permaneceram por 16 h 
em expurgo, posteriormente as placas foram fechadas e seladas com plástico filme e mantidas 
em refrigeração (4 °C) até o momento do uso.

Transformação e condições de cultivo

As sementes esterilizadas foram entumecidas em placas de petri contendo meio de germina-
ção, com sais da formulação Gamborg, suplementados com 3 % de sacarose e gelificado com 
0,6 % de ágar bacteriológico. As sementes foram dispostas sobre o meio com o hilo para baixo, 
adicionados cerca de 6 mL de água estéril e em seguida as placas foram incubadas em câmara 
de crescimento a 28 °C e e fotoperíodo de 16h:8h, por 20h.

No dia da transformação o inóculo previamente crescido foi subdividido em 4 tubos falcon de 
50 mL e centrifugado a 3.300 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet bac-
teriano ressuspendido em meio de co-cultivo (CCM), após a ressuspensão foi adicionado 2 µL/
mL de acetoseringona (1M), e reservada até o momento da inoculação. 

Foram realizados 4 diferentes métodos de infecção: vácuo e brush, com e sem o meristema 
radicular. Em câmara de fluxo laminar, as sementes foram cortadas ao meio no hilo mantendo 
o embrião íntegro, as partes contendo o embrião foram imersas em água estéril dentro de uma 
placa de petri para facilitar a remoção do tegumento, em seguida foram transferidas para uma 
outra placa contendo o inóculo previamente preparado.

Para os tratamentos que tiveram o meristema radicular removidos, cerca de 2 mm da radí-
cula do embrião foi cortada com o auxílio de um bisturi. Nos tratamentos com o brush, suaves 
raspagens foram realizadas na região correspondente a radícula. Em vácuo, o inóculo e as se-
mentes foram transferidas para um tubo falcon 50 mL e colocadas dentro de um dessecador no 
qual com auxílio de uma bomba de vácuo foi aplicado um vácuo de 34 KPa por 2 minutos. Os 
explantes foram então transferidos para os potes de polipropileno (250 mL) contendo 30 mL de 
meio ágar-água suplementado com IBA (1 mg/mL). Os potes foram transferidos para a câmara 
de crescimento (28 °C e fotoperíodo de 16h:8h) e mantidos por 10 dias.
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Parâmetros avaliados e análises estatísticas

Foram avaliados o comprimento da maior raiz (CMR), a área radicular total (ART), a massa 
seca de raízes (MSR), e a contagem do número de plantas com sistema radicular bem desenvol-
vido (N°R). O CMR foi mensurado com uma régua da região do colo até a ponta da maior raiz. A 
ART foi estimada através de imagens pelo programa SISCOB. A MSR foi obtida pela pesagem 
em balança analítica após a secagem das raízes em estufa de circulação de ar forçado a 45 °C 
por 3 dias. O N°R foi obtido por contagem, avaliando a frequência de raízes consideradas bem 
desenvolvidas, que apresentavam no mínimo 3 raízes com 4 cm de comprimento.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 
2x2, sendo dois níveis de injuria (vácuo e brush) e com e sem a remoção do meristema apical 
da raiz. Cada tratamento foi realizado com 4 repetições, sendo cada repetição um pote contendo 
10 explantes. Os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de variância e 
posteriormente analisados por ANOVA a 5 % de significância, e as médias separadas pelo teste 
de Tukey, pelo software estatístico Rstudio, utilizando o pacote AgroR.

Resultados e discussão

De acordo com a análise de variância, não foi observado interação entre os fatores injúria 
e corte, para nenhuma das variáveis analisadas. Em relação aos fatores principais isolados, o 
corte não apresentou diferenças significativas, entretanto, para o fator injúria foram observadas 
significâncias para todas as variáveis (Tabela 1) 

Tabela 1. Probabilidade de erro de acordo com a análise de variância (ANOVA), dos fatores, injúria, corte 
e da interação. (CMR) - Comprimento da maior raiz, (MSR) - Massa seca de raízes, (ART) - Área radicular 
total e (N°R) - Número de plântulas com raízes desenvolvidas.

 

 

Pr(F)

CMR MSR ART N°R

INJÚRIA 0.0249 0.0198 0.0162 0.0009

CORTE 0.5452 0.7565 0.8380 0.0866

INJ x COR 0.6398 0.3542 0.8685 0.5455

O desenvolvimento e crescimento radicular foi afetado principalmente pelo tipo de injúria, 
sendo a infiltração a vácuo o método que propiciou os melhores resultados. Para o CMR, os tra-
tamentos que receberam a injúria pelo brush tiveram médias de 5,14 cm, quando a injúria foi rea-
lizada através do vácuo infiltração, o comprimento médio foi de 7,08 cm, correspondendo a um 
incremento de 37,7 %. Para a MSR, as médias foram de 0,049 para 0,066 entre os tratamentos 
brush e vácuo respectivamente, resultando em 34,7 % de incrementos. Para a ART, os ganhos 
foram ainda mais expressivos, correspondendo a 51,1 % de aumento onde as médias foram de 
12,65 para 19,11 cm2/pote com a utilização do vácuo (Tabela 2). 

Vale considerar que, como cada repetição (pote) corresponde à média de 10 explantes, a 
quantidade de explantes que apresentaram sistema radicular com um bom desenvolvimento 
(N°R) é um parâmetro relevante a ser considerado, uma vez que a desuniformidade entre os 
indivíduos dentro de cada repetição não é representada, quando considerado somente o valor 
médio. Assim, quando analisado o (N°R) ficou evidente que a utilização do vácuo também pro-
porcionou o maior número de plantas com o sistema radicular bem desenvolvido, passando de 
3,25 para 6,75 (Tabela 2).

Uma das prováveis causas do melhor desempenho do vácuo em relação ao brush é devido a 
uma menor manipulação do explante, além de ser uma forma de infecção menos agressiva, re-
sultando, em menores danos aos tecidos que permitiu o desenvolvimento de forma mais natural. 
Em contrapartida, o brush resulta em lesões e ferimentos mecânicos nos tecidos do embrião, o 
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qual, devido à sensibilidade dos períodos iniciais de desenvolvimento, têm maior dificuldade em 
se desenvolver e crescer, devido a um aumento da oxidação resultante dessas injúrias. 

Apesar dos resultados benéficos na utilização do vácuo e da importância de um bom de-
senvolvimento radicular, vale ressaltar que a eficiência de transformação não foi avaliada no 
presente trabalho, a qual será realizada posteriormente. De acordo com Yamada et al. (2010), 
a utilização do brush é recomendada para a transformação de explantes visando a obtenção de 
brotações, na qual a eficiência de transgenia está ao redor de 4 %, por sua vez a eficiência de 
transformação utilizando a vácuo infiltração combinado a sonicação, pode atingir até 76 % de-
pendendo da estirpe de A. rhizogenes utilizada (Theboral et al., 2017).

Tabela 2. Médias das variáveis: (CMR) - Comprimento da maior raiz, (MSR) - Massa seca de raízes, (ART) 
- Área radicular total e (N°R) - Número de plântulas com raízes desenvolvidas, de explantes submetidos 
a transformação A. rhizogenes, inoculadas por (B) - Brush ou (V) - Vácuo infiltração, com o meristema 
radicular (NC) - Não cortado e (C) - Cortado. 

 CMR
 NC  C  Média  CV(%)
B 5.20 Ba* 5.09 Ba 5.14 B
V 7.50 Aa 6.66 Aa 7.08 A 24.71
Média 6.35 a 5.88 a    

MSR
 NC  C  Média  CV(%)
B 0.051 Ba 0.047 Ba 0.049 B
V 0.062 Aa 0.070 Aa 0.066 A 21.84
Média 0.057 a 0.059 a    

ART
 NC  C  Média  CV(%)
B 13.09 Ba 12.22 Ba 12.65 B
V 19.16 Aa 19.06 Aa 19.11 A 29.1
Média 16.12 a 15.64 a    
 N°R
 NC  C  Média  CV(%)
B 4.25 Ba 2.25 Ba 3.25 B
V 7.25 Aa 6.25 Aa 6.75 A 32.15
Média 5.75 a 4.25 a    

*Médias seguidas da mesma letra, maiúsculas entre linhas e minúsculas dentro da linha, não diferem estatisticamente pelo teste de 
Tukey a 5% de significância. 

Conclusões

A utilização da vácuo-infiltração como método de injúria foi superior ao “método de brush” no 
desenvolvimento e crescimento radicular de explantes de soja transformados com Agrobacterium 
rhizogenes. 

O corte do meristema apical radicular não resultou em alterações significativas, nos parâme-
tros de enraizamento. 
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