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Avaliac6es da Infeccao de
Explantes de Feijoeiro por
Agrobacterium tumefaciens
por meio de Microscopia

Solange Rocha M. Andrade; Beatriz A. Gléria?;
Monica T. V. Labate®; Danielle G. Gomes*;
Carlos A. Labate®

Resumo - Phaseolus vulgaris L. é considerado recalcitrante a transformacéao por
Agrobacterium tumefaciens. Contudo, alteracées no meio de co-cultivo,
utilizacdo de linhagens hipervirulentas de Agrobacterium e de vetores binéarios
contendo genes vir demonstraram que o feijoeiro é susceptivel a essa bactéria.
O objetivo do presentetrabalho foi estudar o efeito da sonicacao nos tecidos
vegetais de feijoeiro, bem como a penetracao da Agrobacterium nas camadas
subepidérmicas do tecido vegetal, usando a metodologia SAAT ("Sonication-
Assisted Agrobacterium-mediated Transformation"). A variedade de feijoeiro
utilizada foi a Olathe Pinto, a linhagem de A. tumefaciens foi LBA4404:pTOK.
Os embrides de feijao foram pré-tratados por 14 dias em meio de multibrotacéo
e, entdo submetidos a sonicacéao (de O ou 60 segundos) na presenca de
Agrobacterium. Apds a inoculacado foram co-cultivados por 24 horas em meio
liqguido seguido de 48 horas em meio sélido, ambos, contendo 20 m.L" de
acetoceringona. Os explantes inoculados foram fixados em solucdo de
Karnovsky para as avaliacdes em microscopia 6ptica e eletrénica de varredura.
As anélises da microscopia demonstraram a presenca de rupturas na epiderme,
quebras da parede celular e invasao da Agrobacterium nos tecidos
subepidérmicos. Os resultados demonstram que o método SAAT é uma técnica
viadvel para a inoculacao de Agrobacterium em explantes de P. vulgaris.

Termos para indexacao: Phaseolus vulgaris, feijao, transformacao genética.
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Evaluation of Common
Bean Explant Infection by
Agrobacterium tumefaciens
Through Microscopy

Abstract - Phaseolus vulgaris L. is considered recalcitrant to Agrobacterium-
mediated transformation. However, co-culture medium modifications, the use of
Agrobacterium hipervirulent strains and binary vectors with vir genes have
demonstrated that the common bean is susceptible to Agrobacterium. However,
there are no reports of transgenic beans having been produced by this method.
The objective of this work was to study the effect of sonication on common
bean tissues, as well as the sub-epidermic invasion of Agrobacterium in the
vegetal tissue using SAAT (Sonication-Assisted Agrobacterium-mediated
Transformation) method. The bean variety used was the Olathe Pinto, and the
Agrobacterium tumefaciens strain was LBA4404:pTOK. The mature bean
embryos were pre-treated for 14 days in a cytokinin-induced shoot
organogenesis medium and then submitted to SAAT for O or 60 seconds.
Inoculated explants were co-cultivated in a liquid medium for 24 hours followed
by 48 hours in a solid medium, both supplemented with 20 m.L"" of
acetosyringone. After inoculation, explants were fixed in Karnovsky solution for
the optic and electronic microscopy evaluation. The microscopy analyses
demonstrated the presence of ruptures in the epiderm and the cellular walls and
the invasion of Agrobacterium in the sub-epidermics tissues. The results
demonstrated that the SAAT method is a viable technique for Agrobacterium
inoculation of P. vulgaris explants.

Index terms: transformation, SAAT, common bean, genetic
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Introducao

Agrobacterium tumefaciens e A. rhizogenes sao bactérias fitopatogénicas
capazes de induzir, respectivamente, a formacao de galha-da-coroa "crown gall”
e a sindrome da raiz em cabeleira ("hairy root") em algumas espécies de
dicotiledéneas. A formacao da galha-da-coroa, bem como a sindrome da
cabeleira-da-raiz, é resultado de um processo natural de transferéncia de um
fragmento de DNA (T-DNA) da bactéria para a célula vegetal. Esse T-DNA
integra-se no genoma nuclear da planta e é expresso de maneira estavel. A
infeccdo inicia-se pela penetracdo da bactéria no tecido vegetal por meio de um
ferimento causado por insetos, danos mecanicos, tratos culturais, etc. As células
lesadas produzem fendis, aclcares e aminoacidos que funcionam como
moléculas-sinal para a Agrobacterium, induzindo os genes vir, que é uma etapa
primordial para a transferéncia do T-DNA.

A descoberta desse método natural de transferéncia de DNA foi o passo inicial
para os estudos de transformacao de plantas. Cientistas, utilizando técnicas de
engenharia genética, desenvolveram plasmidios desarmados para transferéncia de
genes de interesse. Esses plasmidios continham os genes vir, responséaveis pela
transferéncia do T-DNA, no entanto, foram deletados os genes oncogénicos,
responsaveis pelo tumor.

Embora, aparentemente simples, a técnica de transformacao via Agrobacterium
apresenta algumas limitacoes e, a principal, refere-se ao hospedeiro. No entanto,
estudos recentes relatam a susceptibilidade de espécies consideradas
recalcitrantes a Agrobacterium, como o milho, arroz e o feijao (Brasileiro &
LAcorte, 1998). Segundo Trick & Finer (1997), tanto a bactéria quanto o
tecido-alvo podem ser manipulados para se obter a transformacao dessas
espécies. Por exemplo, modificacdes no vetor binario da Agrobacterium
possibilitou a transformacao eficiente do arroz e do milho. A adicao de
antioxidantes no meio do co-cultivo aumentou as taxas de transformacéao pela
reducao da hipersensibilidade. Além disso, diferentes métodos de ferimento do
tecido-alvo também tém sido empregados para aumentar a infeccao por
Agrobacterium, pois o ferimento é um ponto primordial para a transferéncia do T-
DNA, uma vez que a bactéria reconhece sinais especificos produzidos pelas
células feridas (Baron & Zambryski, 1995; Godwin et al., 1992).

A técnica SAAT consiste em produzir microferimentos no explante por meio da
sonicacdo por curtos periodos de tempo. Segundo Trick & Finer (1997), o
aumento da expressao transitéria da B-glucoronidase, em resposta ao tratamento
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Avaliacées da Infeccdo de Explantes de Feijoeiro por Agrobacterium tumefaciens...

SAAT, é causado pelos microferimentos induzidos pela cavitacao, os quais
facilitam a penetracédo da Agrobacterium nos tecidos internos do explante. A
cavitacao pode ser transitéria ou estavel e, provavelmente, ambos os
mecanismos ocorrem durante a sonicacéo dos tecidos. O objetivo deste trabalho
foi estudar, por meio de microscopia, o efeito dos ferimentos causados pela
sonicacdo de explantes de feijoeiro, com o intuito de utilizar a técnica SAAT para
transformacao de feijoeiro.

Material e Métodos

Material vegetal e explantes vegetais

Sementes de Phaseolus vulgaris cv. Olathe Pinto foram multiplicadas em uma
mistura de substrato e vermiculita (1:1), em casa de vegetacao. Apds a colheita,
foram lavadas em élcool 70% por 5 minutos e imersas por 15 minutos em
hipoclorito de sédio a 1%. A seguir, foram enxaguadas abundantemente em
4gua deionizada estéril e incubadas por 18 a 20 horas em 4gua estéril, a
temperatura ambiente.

Apés esse periodo, as sementes foram abertas, os embrides excisados,
desinfectados por 5 minutos em hipoclorito de sédio a 0,1% e enxaguados
abundantemente em agua deionizada estéril. Parte da radicula foi cortada e o
meristema apical exposto, cortando-se as folhas primarias (Aragéo et al., 1996).
Os explantes foram inoculados com Agrobacterium apés o pré-tratamento por 14
dias em meio de multibrotacdo (MS3% contendo 44,3 pm de BAP).

Linhagem de Agrobacterium tumefaciens e aparelho de
sonicacao

Utilizou-se a linhagem LBA4404 a qual contém o plasmidio pTiAch5 (Hoekema
et al., 1993) e o vetor binario pTOK 233 (Ishida et al., 1996), incluindo o gene
uidA, interrompido por uma seqiiéncia INTRON (GUS-INTRON) e os genes npt//
e hpt. O gene uidA expressa para a proteina B-glucoronidase e o gene nptl// induz
a resisténcia ao antibiético canamicina e geneticina e o Apt, resisténcia a
higromicina.

A Agrobacterium foi cultivada em meio AB, acrescido de 50 mg.L" de
canamicina e 100 mg.L" de higromicina a 28 °C até a obtencdo de uma
densidade 6ptica a 600 nm (0D ) entre 0,7-0,8. Em seguida, foi centrifugado
a 6000 rpm por 10 minutos e ressuspensa em meio de multibrotacao liquido,
sempre em volume igual ao de cultivo.
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Utilizou-se o sonicador ULTRA-SON, Modelo T14, 40 kHz (Thornton INPEC
Eletrénica, Piracicaba - SP).

Microscopia eletronica de varredura

Os explantes, submetidos a sonicacao por O a 60 segundos em 25 mL de
suspensao de Agrobacterium, foram co-cultivados por 24 horas em meio de
inoculacédo (meio de multibrotacdo contendo Agrobacterium) liquido, contendo
acetoceringona (20 mg.L"), seguido de 48 horas de co-cultivo em meio de
multibrotacado sélido, acrescido de acetoceringona (20 mg.L"). Apéds esse
periodo, foram fixados em solucédo Karnovsky (Karnovsky, 1965), seguido de
20 horas de pds-fixacao em vapor de tetroxido de 6smio. Desidratados em
camara contendo silica gel por uma hora e metalizados por 200 segundos (MED
010, Balzers) e imediatamente analisados em microscépio de varredura (Zeiss
DSM 940A).

Microscopia 6ptica

Explantes inoculados, conforme descrito, foram fixados em solucéao de
Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratados em série etilica (10% a 100%) e
infiltrados com resina glicol metacrilato (Reichert-Jung). As amostras foram
seccionadas com 5 pm de espessura em micrétomo (RM2045, Leica), coradas
em solucédo de azul de toluidina a 0,1% por 15 minutos e montadas em entelan
(Merck).

Resultados

As andlises de microscopia 6ptica e de varredura demonstraram que o tratamento
de sonicagdo causa microferimentos na superficie do tecido vegetal (Figuras 1 e
_2). No explante néo-sonicado, a epiderme funciona como uma barreira a
Agrobacterium (Eiguras 1A e 2A), no material tratado apresenta microfissuras
que permitem a invasao da Agrobacterium (Eiguras 1B e 2B), conforme descrito
por Trick & Finer (1997). Segundo esses autores os microferimentos podem
variar de 1 um até 1 mm, dependendo da intensidade do tratamento. Essa
amplitude é suficiente para permitir a invasao da Agrobacterium no interior das
células ou nos espacos intercelulares do tecido vegetal (Figuras 1B e 2B).
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Avaliacées da Infeccdo de Explantes de Feijoeiro por Agrobacterium tumefaciens...

Trick & Finer (1997, 1998) também observaram, através da microscopia de
varredura, que a superficie do tecido tratado apresentava microfissuras que
permitiam o acesso da Agrobacterium ao meséfilo, ao contrario do que acontecia
com os primérdios foliares nao-tratados.

Figura 1. Andlise da superficie dos primérdios foliares de explante de feijoeiro ao
microscoépio de varredura, 14 dias apds pré-tratamento em meio de multibrotacéo.
A= ndo-sonicado, inoculado (barra = 5 pm); B= sonicado 60 segundos, inoculado

(barra = 5 pm), a seta indica a microfissura e a invasdo da Agrobacterium.

A sonicacéo altera o quimiotactismo da Agrobacterium pelo explante (Figuras 1 e
_3), inclusive, sendo possivel observar a proximidade da bactéria nas regides
meristematicas (Figura 4). A sonicacao causa rompimento na parede celular, o
que permite a invasdo da Agrobacterium (Eigura 2B). E possivel observar
células intactas préximas as regides colonizadas (Figuras 2 e 4); como essas
células sado os possiveis alvos para a transferéncia do T-DNA, aumenta-se a
extensdo do tecido atingido, conseqlientemente, a eficiéncia da transformacao.
Resultado semelhante foi observado por Trick & Finer (1998) em soja. As
paredes celulares do tecido embrionario nao-tratado estavam intactas, nao
havendo invasao do meséfilo. Entretanto, o tecido tratado apresentava rupturas
nas células epidérmicas e subepidérmicas, podendo ser observada a colonizagao
da bactéria em ambos os tecidos, bem como células intactas na camada
subepidérmica.
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A

Figura 2. Cortes transversais de primoérdios foliares do explante. A= controle, nao-
sonicado, inoculado (barra= 19 pm); B= sonicado por 60 segundos e inoculado, nos
quais se observam células epidérmicas e subepidérmicas rompidas, apresentando

Agrobacterium no seu interior (barra= 7,5 pm).
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A

5
a L

Figura 3. Cortes longitudinais do apice caulinar de feijoeiro (P. vulgaris L.) pré-tratado

por 14 dias em meio de multibrotacdo. A= controle, ndo-sonicado, inoculado; B=
sonicado 60 segundos, inoculado (barra = 74 pm). A seta indica a presenca da
Agrobacterium.
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A grande vantagem dessa técnica é que permite a colonizacéo dos tecidos
internos, possibilitando atingir tecidos-alvo como nés cotiledonares ou
meristemas apicais que, em geral, costumam estar protegidos por diversas
camadas celulares (Trick & Finer, 1997, 1998). Santarém et al. (1998)
demonstraram que o tratamento SAAT néao é gendtipo especifico, pois
observaram o aumento da expressao transiente da p-glucoronidase em diferentes
gendtipos de soja tratados. Entretanto, existem diversos trabalhos que relatam
diferentes respostas a transformacéao via Agrobacterium conforme a cultivar
utilizada (Birch, 1997; Grant et al., 1993; Wordragen & Dons, 1992; Zupam &
Zambryski, 1995). A resposta diferenciada a Agrobacterium, apresentada pelas

cultivares, pode ser causada por reacoes diferentes ao estresse do ferimento
(Wordragen & Dons, 1992), assim Santarém et al. (1998) consideram que a
sonicacdo pode minimizar essas diferencas. Segundo Aragdo & Rech (1993),
alguns dos fatores que afetam a transformacao de certas variedades de feijdo é a
impossibilidade de se atingir o meristema apical, pois este esta protegido pelos
primérdios foliares. A utilizacdo do SAAT poderia resolver esse problema, pois
usando o processo de sonicacado a Agrobacterium pode atingir a regido
meristematica (Figura 4). Isso indica que a técnica SAAT tem potencial para a

transformacao das variedades comerciais brasileiras. No entanto, essa técnica
precisa ser otimizada para essas variedades.

Figura 4. Detalhe do meristema apical caulinar do explante sonicado por 60 segundos
em conjunto com Agrobacterium. A seta indica a presenca da Agrobacterium na
regido do domo meristemético (barra = 7,5 pum).
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