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RESUMO: Um dos métodos mais utilizados para a
transformacéo genética de plantas é via inoculacdo
com bactérias do género Agrobacterium. A
transformacé@o natural por Agrobacterium ocorre
apenas em dicotileddneas, pois monocotileddneas
ndo sdo hospedeiras naturais desta bactéria.
Entretanto, nas Ultimas décadas novas descobertas
sobre este processo de transformacdo tém sido
acumuladas possibilitando a transformacdo de
monocotiledéneas, como o milho (Ishida et al.,
2003; Frame et al., 2006).A. rhizogenes é um
patégeno responsavel pela formacao do fenétipo
conhecido como raizes em cabeleiras ou “hairy
roots”. Apesar da transformacdo por Agrobacterium
introduzir de uma Unica ou poucas copias do
transgene no genoma da planta, ainda apresentam
um tempo longo para estudos de plantas T1 e a
necessidade de manutencao de um grande nimero
de eventos em casas-de-vegetacdo certificadas
para a biosseguranca. Portanto, € muito importante
desenvolver um modelo de transformacéo eficiente,
simples, rapido e econdmico, para linhagens de
milho que permita estudos mais in vivo de um
namero maior de genes de interesse elou
caracteristicas associadas ao sistema radicular.
Este estudo teve como objetivo avaliar a viruléncia
de quatro linhagens de A. rhizogenes, A4, 8196,
2659 e R1601 para embrides imaturos zig6ticos do
milho Hi-ll. As cepas utilizadas para a infeccéo
continham o plasmideo binario pTF102 que contém
0s cassetes génicos 35SP:: gus:35ST e
35SP::bar::vspT. Ap6s a infeccdo com A.
rhizogenes os embrides imaturos de milho foram
transferidos para o meio de co-cultivo durante cinco
dias e a expressédo transiente de GUS foi utilizada
para determinar a eficiéncia de infeccdo das
diferentes estirpes testadas. Os genes bar e rol
foram detectadas por PCR, em algumas das raizes
gerados. Os resultados confirmam que as A.
rhizogenes foi capaz de infectar embribes imaturos
de milho Hi-1l, sendo que eficiéncia foi maior para as
cepas Ad.e R1601.

Termos de indexacdo: Agrobacterium rhizogenes;
raizes em cabeleira; transformacdo genética; Zea
mays.

INTRODUCAO

A transformacdo genética de milho via A.
rhizogenes com a consequente geracao de culturas
de raizes apresenta algumas vantagens sob a
transformacé@o com A. tumefaciens, para estudos de
gendbmica de raizz (1) Raizes adventicias
transformadas podem ser geradas mais facilmente
em um curto espaco de tempo (entre 2 e 4
semanas) (Xu et al., 2006); (2) Genes inseridos em
plasmideos binarios podem ser co-transformados;
(3) Cada raiz formada é derivada de uma Unica
célula, 0 que evita a presenca de quimeras nas
culturas de raizes; (4) Raizes podem ser
propagadas clonalmente em meio de cultivo
simples; (5) Clones de raizes podem ser mantidos
indefinidamente in vitro através de repicagens
sucessivas; (6) Do ponto de vista da biosseguranca
ambiental, culturas de raizes transgénicas sao mais
simples de manipular do que as plantas
transgénicas; (7) Raizes geradas por A. rhizogenes
ttm o potencial de serem colonizadas por
microrganismos simbiéticos e parasiticos
viabilizando estudos destas interac6es (Harrison e
Buuren, 1995; Fortin et al., 2002; Alpizar et al., .006;
Bosselut et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi definir a
viruléncia e alguns parametros de infeccao das
cepas de A. rhizogenes A4, R1601, 2659 e 8196
para o milho. Em projetos posteriores, utilizaremos a
metodologia desenvolvida para estudos de genes
relacionados a estresses abioticos e bidticos em
raiz, assim como para estudos de genes
relacionados a interagbes simbidticas (fungos
micorrizicos e/ou microrganismos fixadores de
nitrogénio e promotores de crescimento) ou
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parasiticas (nematédeos) que acontecem nas raizes
de milho.

MATERIAL E METODOS

O gendtipo utilizado neste protocolo é o
milho Hill (Armstrong et al., 1991). A esterilizacao e
coleta de embrides de milho foram realizadas de
acordo com Petrilo et al. (2008). Para a
transformacéo coletou-se embriées imaturos de 1,8
— 2,0 mm de comprimento (10 -12 dias ap0s a
polinizacdo). Para esterilizacdo as espigas foram
mergulhadas em uma solucdo de 1:1 de agua
sanitaria comercial e H,O destilada com 1-2 gotas
de Tween 20 durante 20 minutos. Quatro estirpes
de A. rhizogenes R1601, A4, 2659 e 8196,
pertencentes a colecdo de microrganismos da
Embrapa Milho e Sorgo, foram comparadas quanto
a sua eficiéncia de transformacéo de milho.

O protocolo utilizado para a transformacgéo
genética de milho foi adaptado dos procedimentos
publicados por Frame et al. (2006) e Xu et al.
(2006). Inicialmente A. rhizogenes foi plaqueada em
meio YEP a partir de uma cultura estoque mantida
em glicerol a -80°C. Para a transformag&o genética,
foi feita uma estria da Agrobacterium utilizando uma
colbnia isolada, em meio YEP e incubada por 2 a 5
dias a 19°C. Antes da transformacdo a
Agrobacterium foi ressuspendida em meio de
infeccdo suplementado com acetoseringona e
mantida sob agitacdo de 150 rpm a 23°C.

Foram utilizados 100 embrifes para cada
tratamento, divididos em 5 placas, sendo cada placa
considerada uma repeticdo. Embrides foram
coletados em microtubos de 1,5 ml (50 embrido/
tubo) contendo meio de infeccdo. Momentos antes
da infeccdo todo o meio foi removido e 1 ml da
cultura bacteriana adicionado. Apos a infecgéo, os
embrides foram transferidos para a superficie do
meio de co-cultivo (Frame et al.,, 2006; Xu et al.,
2006), com o eixo embrionario em contato com o
meio. As placas foram incubadas a 20°C por 7 dias.

Ap6s o periodo de co-cultivo, 10% dos
embrides foram utilizados nos ensaios
histoquimicos de GUS e o restante transferido para
o0 meio de formacédo de raizes (Frame et al., 2006;
Xu et al., 2006) suplementado com 250 mg/l de
cefotaxime a 28°C (escuro) durante 14 dias.

Raizes comecaram a ser formadas nos
explantes a partir da segunda semana de
incubacéo. Quando as raizes  atingiram
aproximadamente 3 cm de comprimento, elas foram
individualizadas e transferidas para meio MS
(Murashige and Skoog, 1937) suplementado com
cefotaxime.

O DNA de raizes transformadas foi extraido
de acordo com Sambrook et al. (1989). As
sequéncias dos primers rol, vir e aux utilizados na
caracterizacdo molecular das A. rhizogenes e das
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raizes transgénicas foram de acordo com Alpizar et
al. (2008).

As reacdes de PCR para a amplificacdo de
DNA gendmico foram realizadas em um volume final
de 20 ul contendo 5 uM de cada primer; 1,0 ul do
tampao de reacdo 10 X; 1,0 ul de MgCl, 50mM; 1,0
pl de dNTPs (2,5mM de cada dATP, dCTP, dGTP,
dTTP); 0,5 U de Tag DNA polimerase. Amostras
foram amplificadas usando uma desnaturacgéo inicial
de 94°C por 2 min; seguida de 30 ciclos (94°C por
15 s, 50°C por 15 s, 72°C por 15 s) e uma extenséo
final de 2 min a 72°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a transformacédo de embribes imaturos
de milho foram utlizadas as estirpes de A.
rhizogenes R1601, 2659, 8196 e A4. Primers
especificos para os genes vir, rol e aux presentes
no plasmideo Ri, desenhados para a caracterizagao
das raizes transgénicas, foram testados,
inicialmente, para a amplificacdo do DNA genémico
das A. rhizogenes.

Os genes vir se localizam na regido de
viruléncia do plasmideo Ri e sdo responsaveis pela
copia e transferéncia a célula vegetal do T-DNA,
entretanto estes genes nado sao transferidos para a
célula vegetal. Na Figura 1 podemos observar que
os primers especificos para o gene virD1 foram
capazes de amplificar o DNA total das quatro cepas
de A. rhizogenes utilizadas, por outro lado o par de
primers para o gene virG amplificou apenas o DNA
gendmico da estirpe R1601.

virD1 virG rof4 rolB
M1 2 341 2 34 12 3 41 23 4 M
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- - —t
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Figura 1: Amplificacdo pela PCR de DNA gendmico
de Agrobacterium rhizogenes (1) A. rhizogenes
R1601; (2) A. rhizogenes 2659; (3) A. rhizogenes
8196; (4) A. rhizogenes A4. virD1, virG, rolA, rolB,
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rolC, rolD, auxl, aux2: primers utilizados nas
reacles de PCR.

Os genes rol estdo localizados no T-DNA do
plasmideo Ri e quando transferidos para a célula
vegetal induzem a formacdo das raizes em
cabeleira. Primers para os genes rolA foram
capazes de amplificar o DNA total das bactérias
R1601, 2659 e A4. Os genes rolB e rolC foram
amplificados nas quatro cepas de A. rhizogenes, por
seus respectivos primers. Os primers para 0 gene
rolD amplificaram apenas o DNA gendmico das
bactérias R1601 e 2659.

Os genes aux sdo responsaveis pela
sintese de auxina endbégena e, também, estdo
localizados no T-DNA do plasmideo Ri. As reacfes
de PCR utlizando os primers especificos para o
gene auxl, também conhecido como iaaM,
amplificaram o DNA das bactérias R1601, 8196 e
A4. Ja as reacdes com o0s primers especificos para
0 gene aux2, conhecido também como iaaH,
amplificaram genes nas cepas R1601, 2659 e A4.

Os pares de primers virD1, rolB e rolC,
amplificaram os genes virD1, rolB e rolC no DNA
das 4 estirpes de A. rhizogenes. Portanto, estes
primers foram utilizados para a caracterizacédo
molecular das raizes transgénicas de milho. O gene
virD1 foi utilizado como um controle para comprovar
gque as raizes produzidas estavam livres de
contaminacdo por A. rhizogenes, uma vez que tal
gene so6 auxilia no processo de transferéncia do T-
DNA para a célula vegetal. Os primers para o0s
genes rolB e rolC foram utilizados para a
confirmacéo da transgenia das raizes estudadas.

Os resultados da transformacéo genética do
milho com as diferentes estirpes de A. rhizogenes
podem ser observados na Figura 2 e 3. A A.
rhizogenes A4 foi a que apresentou a maior
eficiéncia de infeccdo de embrifes imaturos de
milho (Figura 2). Hongwei et al (2006) testaram as
estirpes de A. rhizogenes ATCC15834, A4 e R1604
na producdo de plantas de milho transgénico. Milho
transgénico foi obtido apés a infeccédo de calos com
as estirpes ATCC15834 e A4.

Uma raiz originada de cada transformacéo
com as diferentes cepas de A. rhizogenes R1601,
8196 e A4, com crescimento vigoroso em meio de
cultivo, foi selecionada para os estudos
moleculares. Nenhuma raiz produzida pela cepa
2659 apresentou alta taxa de crescimento, nao
sendo, portanto, utilizada nesta analise.

O resultado da PCR realizada com o DNA
extraido das raizes de milho transgénicas, utilizando
os primers virD1, rolB e rolC pode ser observada na
Figura 4. O primer virD1 amplificou somente o DNA
total de A. rhizogenes, sendo um resultado
esperado, pois o gene virD1 ndo é transferido para
a célula vegetal e deve ser encontrado apenas na
Agrobacterium. Este resultado mostra que néo
existe contaminacdo de A. rhizogenes nas raizes
analisadas.
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Figura 2 - Infeccdo de embriGes imaturos de milho
Hill com A. rhizogenes contendo o plasmideo
pTF102. (A) Estirpe A4; (B) Estirpe R1601; (C) Estirpe
8196.

DNA total das raizes selecionadas baseado
no crescimento ativo na auséncia de reguladores de
crescimento vegetal, em meio de cultivo foi
amplificado com os primers rolB e rolC, provando a
natureza transgénica destas raizes (Figura 4).
Spena et al. (1987) mostraram que a presenca de
mais de um gene rol na raiz transgénica produz um
fendtipo de raiz em cabeleira mais acentuado, pois
estes genes atuam de maneira sinergistica. Sendo
que o gene rolB é o mais eficiente na indugdo das
raizes e quando mutado ndo é capaz de induzir a
formacéo de raizes in vitro (Spena et al., 1987).

Raizes transgénicas foram produzidas pelas
cepas A4, R1601 e 8196. A4 e R1601 séo estirpes
classificadas como dos tipos agropina, enquanto
que a 8196 ¢é do tipo mannopina. Isolados
produtores de agropina sdo eficientes na
transformacdo de uma grande variedade de
espécies de plantas e seu plasmideo Ri contem o
TL e TR-DNA (Jouanin, 1984; Huffman et al., 1984).
O TR T-DNA contém genes de inducdo de tumor
(sintese de auxina tmsl e tms2) homologos aos do
plasmideo Ti de A. tumefaciens (Huffman et al.,
1984; Jouanin, 1984) e, genes envolvidos na
biossintese de agropino (ags) (Huffman et al.,1984).
Mutagénese desta regido do plasmideo Ri resulta
na perda ou atenuacdo da viruléncia (White et al.,
1985). Genes presentes no TL-DNA direcionam a
sintese de substdncias responsaveis pela
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diferenciagdo das células em raizes, os genes rol
(root locus) (Shen et al.,1988).

Figura 3: Formacdo de raizes transgénicas em
embrides imaturos de milho. (A) A. rhizogenes 2659;
(B) A. rhizogenes A4; (C) A. rhizogenes 8196; (D) A.
rhizogenes1601 apds 2 semanas de inoculagéo; (E
e F) Raizes transgénicas apés 4 semanas em meio
de cultivo GE.

Figura 4: PCR DNA raizes de milho transgénicas:
(1 a 5) Amplificacdo pela PCR com primers para o
gene virD1; (1) milho Hill A. rhizogenes R1601; (2)
milho Hill A. rhizogenes A4; (3) milho Hill A.
rhizogenes 8196; (4) A. rhizogenes DNA total; (5)
controle negativo; (6 a 10) Amplificacdo pela PCR
com primers para o gene rolB; (6) milho Hill A.
rhizogenes R1601; (7) milho Hill A. rhizogenes A4;
(8) milho Hill A. rhizogenes 8196; (9) A. rhizogenes
DNA total; (10) controle negativo; (11 a 15)
Amplificacdo pela PCR com primer para o gene
rolC; (11) milho Hill A. rhizogenes R1601; (12)
milho Hill A. rhizogenes A4; (13) ) milho Hill A.
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rhizogenes 8196; (14) A. rhizogenes DNA total; (15)
controle negativo. (M) Marcador mlecular lambda 1
Kb.

CONCLUSOES

As cepas de Agrobacterium rhizogenes R1601, A4 e
8196 sdo capazes de transformar o milho Hill,
produzindo culturas de raizes que podem ser
mantidas in vitro por longos periodos de tempo.

A disponibilidade de clones de raizes de
milho de longa duracdo in vitro sera util para os
estudos de analises funcionais de genes expressos
nas raizes. E também, para estudos de interacfes
planta-microrganismos, tais como fungos
micorrizicos.
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