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Apresentação

A transformação genética de plantas intermediada por 
Agrobacterium é uma metodologia que vem sendo usada 
com muito sucesso em estudos básicos e aplicados para a 
melhoria de espécies de grande interesse econômico, por 
exemplo, os cereais. Nas duas últimas décadas presenciamos o 
desenvolvimento de sistemas eficientes de geração de eventos 
transgênicos para várias espécies de cereais economicamente 
importantes, tais como milho, arroz, cevada, sorgo e trigo. 
Entretanto, a transformação genética da maioria das linhagens-
elite ainda permanece inacessível por ser este método genótipo 
dependente. 

Este exemplar da série Documentos tem como objetivo 
apresentar uma revisão de literatura sobre os estádios iniciais 
de infecção da célula vegetal pela Agrobacterium e discutir 
alguns fatores que influenciam este processo, objetivando 
disponibilizar informações úteis que possam auxiliar no 
desenvolvimento de protocolos de transformação genética via 
Agrobacterium para novas espécies.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino

Chefe-Geral

Embrapa Milho e Sorgo
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Introdução 

Atualmente, informações sobre a organização e regulação do 
genoma do milho estão sendo disponibilizadas frequentemente, 
e existe um grande potencial de utilização deste conhecimento 
para o melhoramento desta cultura através da transformação 
genética. Além da geração de plantas expressando 
características agrícolas desejáveis, estas técnicas são 
rotineiramente empregadas em estudos básicos de fisiologia, 
bioquímica e genética.

O milho ganha destaque dentre as lavouras biotecnológicas 
cultivadas, por ser uma das commodities mais comercializadas 
mundialmente, movimentando um mercado bilionário entre 
indústrias de produção de alimentos para consumo humano, 
rações e centenas de produtos industrializados.

Existem vários métodos para a modificação genética do 
milho (detalhes podem ser obtidos em revisões tais como 
HOOYKAAS, 2010; BARAMPURAM; ZHANG, 2011; RIVERA et 
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al., 2012), sendo que, atualmente um dos mais utilizados é a 
transformação via Agrobacterium tumefaciens.

Esta metodologia apresenta diversas vantagens, como uma 
maior precisão na integração do T-DNA, um menor número 
de cópias do transgene inseridas no genoma da planta e 
poucos rearranjamentos das moléculas de DNA introduzidas, 
e uma maior estabilidade fenotípica durante muitas gerações 
de cruzamento (ISHIDA et al., 1996). Em contrapartida, por 
ser um método genótipo-dependente, a transformação via 
Agrobacterium apresenta limitações, como a recalcitrância em 
monocotiledôneas. 

Desde o primeiro relato de transformação de milho por A. 
tumefaciens, vários fatores que influenciam a transferência 
do T-DNA e a regeneração de células transgênicas em cultura 
de tecidos têm sido investigados e aprimorados. O propósito 
deste documento é apresentar uma breve revisão literária do 
processo de infecção de células vegetais pela Agrobacterium 
tumefaciens que culminam com a transferência do T-DNA da 
bactéria para células da planta. Além disso, discutir alguns 
dos fatores que influenciam este processo na transformação 
do milho e que devem ser considerados durante o 
desenvolvimento de protocolos de transformação genética via 
Agrobacterium. 

Agrobacterium e a Transformação 
Genética de Plantas 

A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria Gram-
negativa, comumente encontrada no solo, do tipo bacilo 
aeróbio, fitopatogênica e pertencente à família Rhizobiaceae 
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(ZAMBRYSKI, 1988). É o agente etiológico causal da galha-da-
coroa em dicotiledôneas e em algumas monocotiledôneas. 
As células vegetais infectadas pela bactéria adquirem a 
propriedade de se multiplicarem de maneira autônoma e 
desordenada, produzindo fitormônios e opinas e formando 
tumores (NESTER, 2008).

A capacidade da Agrobacterium de infectar células vegetais está 
associada à presença de um plasmídio de alto peso molecular 
(200 a 800 kb) conhecido como plasmídeo Ti, do inglês 
tumor-inducing, que pode se replicar independentemente do 
genoma bacteriano. A indução de tumores ocorre por meio da 
transferência de um segmento deste plasmídeo, denominado 
T-DNA, para o genoma da planta infectada (GELVIN, 2003).

O processo de infecção via Agrobacterium é longo e elaborado, 
envolvendo as seguintes etapas: 1) Identificação de sinais 
químicos emitidos pela planta e indução das proteínas de 
virulência da bactéria; 2) Processamento do T-DNA por meio das 
proteínas de virulência presentes na bactéria; 3) Infecção da 
planta-alvo pela Agrobacterium e transferência do T-DNA para a 
célula vegetal; 4) Integração do T-DNA no genoma da planta por 
intermédio de proteínas hospedeiras; e 5) Expressão do T-DNA e 
indução de tumores na planta. Os genes codificados pelo T-DNA 
são responsáveis pela produção de fitormônios que promovem 
a proliferação desordenada das células vegetais e a produção 
de opinas, que são os componentes nutritivos utilizados pela 
bactéria (GUO et al., 2011).

Diversos genes estão envolvidos na transferência do T-DNA, 
porém a maioria está localizada na região de virulência (vir) 
do plasmídio Ti. A região vir compreende sete óperons de 



10 Fatores que Influenciam a Transformação Genética de Milho (Zea mays L.) via  
Agrobacterium tumefaciens

maior significância: virA, virB, virC, virD, virE, virG e virF. As 
proteínas produzidas a partir destes genes são responsáveis 
pela detecção das moléculas sinais emitidas pela planta, bem 
como processamento, transferência e integração do T-DNA no 
genoma vegetal, o qual é expresso de forma estável. O T-DNA 
apresenta entre 10 e 30 Kb, sendo delimitado pelas bordas 
direita e esquerda constituídas de 25 pb homólogas (GELVIN, 
2003; GUO et al., 2011).

O processo de infecção e transferência do T-DNA inicia-se 
quando a Agrobacterium é atraída por quimiotaxia em direção 
a compostos sinalizadores, tais como fenóis e açúcares que 
induzem a expressão dos genes de virulência (vir). Apesar de 
compostos fenólicos serem suficientes para a ativação dos 
genes de virulência, condições de baixo pH, baixo fosfato 
e temperaturas abaixo de 30 oC são capazes de aumentar a 
infecção (STACHEL; ZAMBRYSKI, 1986; WINANS et al., 1988; 
CANGELOSI et al., 1990). No processo de transformação 
genética de plantas, a importância do ferimento do tecido 
vegetal está relacionada ao fato de que nesta região existe alta 
atividade da via dos fenilpropanoides, baixo pH e síntese de  
carboidratos associados ao reparo da parede celular (MATSUDA 
et al., 2003).

 Os genes de virulência responsáveis pela transferência do 
T-DNA ficam inativos até estarem na presença de moléculas 
sinalizadoras produzidas pela planta. O locus virA é o único 
expresso de forma constitutiva na célula bacteriana e o seu 
produto age como um quimiorreceptor capaz de detectar 
a presença no ambiente das moléculas sinalizadoras. A 
proteína VirA torna-se ativa após ligar-se à acetoseringona, um 
composto fenólico, e fosforila à proteína VirG, ativando-a. A 
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proteína VirG fosforilada liga-se às sequências operadoras dos 
outros genes vir, ativando-os e dando sequência ao processo 
infeccioso (STACHEL; ZAMBRYSKI, 1986).

As proteínas VirA e VirG, que regulam o mecanismo de 
transformação, pertencem a uma classe conhecida como 
sistema regulatório de dois componentes (two-component 
regulatory system). Nesse sistema, a proteína VirA funciona 
como uma proteína quinase sensora que responde aos sinais 
ambientais (MELCHERS et al., 1989), enquanto a proteína VirG 
age como um ativador transcricional por ligar-se a regiões 
promotoras dos operons vir, iniciando assim o processo de 
transferência do T-DNA (JIN et al., 1990). 

A ativação dos genes vir desencadeia uma cascata de eventos. 
Proteínas Vir (VirD1 e VirD2) são responsáveis por clivar a fita 
inferior da região de transferência do plasmídeo Ti, em ambas 
as bordas flanqueadoras, e um T-DNA de fita simples é liberado. 
VirD2 permanece ligado ao T-DNA, formando o complexo-T que 
é direcionado para a célula da planta.

A. tumefaciens transfere o complexo-T e proteínas de virulência 
VirD5, VirE2, VirE3, e VirF para as células hospedeiras (SHENG; 
CITOVSKY, 1996; ZHU et al.,  2000; CHRISTIE, 2004; VERGUNST 
et al., 2005) utilizando um sistema de secreção do tipo de IV 
(SST4) codificado pelos operons virB e virD4 (CHRISTIE, 2004).

Os sistemas de secreção de tipo IV (SST4) são grandes 
complexos de proteínas que atravessam o envelope celular 
de muitas bactérias. Eles contêm um canal através do qual as 
proteínas ou complexos formados por DNA-proteína podem 
ser translocados. Esta translocação é energizada por ATPases 
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citoplasmáticas que promovem alterações conformacionais no 
complexo de translocação (REGO et al., 2010). Estruturalmente, 
na A. tumefaciens o sistema é composto de três grupos 
funcionais: um pilus na superfície bacteriana (virB2 e virB5), 
um poro transversal às duas membranas (virB3 e virB6-10) e 
duas ATPases (virB4 e virB11) na superfície citoplasmática da 
membrana interna que fornecem energia para o sistema, além 
de transportar substratos (BOSCHIROLI et al., 2002). Os dados 
disponíveis atualmente indicam que todos os substratos que 
entram no sistema de transferência de VirB / D4 o fazem através 
de acoplamento inicial com VirD4. Sinais de localização nuclear 
presentes em VirD2 e VirE2 direcionam o complexo-T para o 
núcleo onde o T-DNA é integrado no genoma da planta. 

Como visto anteriormente, as duas regiões distintas presentes 
no plasmídeo Ti essenciais para a transformação genética via 
A. tumefaciens são as regiões do T-DNA e dos genes vir. O 
T-DNA é limitado por duas bordas, direita e esquerda, as quais 
são compostas por 25 pb repetidas (GELVIN, 2003) e são as 
únicas sequências necessárias para delimitar os genes que 
serão transferidos; qualquer tipo de DNA colocado entre estas 
bordas pode ser transferido pela Agrobacterium. A região vir é 
constituída de sete a dez loci (virA, virB, virC, virD, virE, virF e 
virG) que codificam as proteínas de virulência requeridas para 
o transporte e integração do T-DNA no genoma hospedeiro 
(ZUPAN; ZAMBRYSKI, 1995).

Na utilização da Agrobacterium como uma ferramenta 
biotecnológica foi necessário o desenvolvimento de sistemas de 
T-DNA binários. Nestes sistemas, o T-DNA e os genes vir estão 
localizados em replicons separados. O T-DNA é localizado em 
um vetor binário pequeno (10 a 30 Kb) quando comparado aos 
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plasmídeos Ti (200 a 800 Kb) e, portanto, de fácil manipulação 
em laboratórios. As principais características estruturais de 
um vetor binário são: (i) A presença dos 25 pb repetidas das 
extremidades direita e esquerda que delimitam o T-DNA; (ii) 
Um marcador de seleção para as células vegetais (antibiótico, 
herbicidas, etc); (iii) Presença de sítios para enzimas de 
restrição dentro do T-DNA, possibilitando a inserção de 
genes de interesse; (iv) Origens de replicação para permitir 
a manutenção dos vetores em E. coli e Agrobacterium; e (v) 
Genes para resistência a antibióticos que permitem a seleção 
da presença do vetor binário em E. coli e Agrobacterium (LEE; 
GELVIN, 2008). O replicon contendo os genes vir é conhecido 
como “vir helper”. Normalmente, agrobactérias desarmadas, 
ou seja, aquelas que não contêm os genes selvagens no seu 
T-DNA, carregando o vetor binário e o plasmídeo “helper”, 
são utilizadas como ferramentas biotecnológicas para a 
transferência de genes para as plantas.

Fatores que Influenciam a 
Transferência de Genes entre 
Agrobacterium tumefaciens e 
Plantas Monocotiledôneas

Algumas espécies vegetais são recalcitrantes à transferência 
de DNA intermediada por Agrobacterium, principalmente 
as monocotiledôneas, como o milho. Entretanto, estudos 
de fatores que influenciam a transformação genética de 
monocotiledôneas via A. tumefaciens, tais como a virulência 
das estirpes bacterianas, os vetores binários utilizados, o tipo 
e a idade do explante, a densidade da suspensão bacteriana, 
a composição dos meios de cultura, o genótipo do milho, 
dentre outros, foram realizados possibilitando a obtenção de 
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protocolos eficientes de transformação genética de milho via A. 
tumefaciens.

O primeiro protocolo de transformação de milho com alta 
eficiência utilizando Agrobacterium foi descrito em 1996 por 
pesquisadores da Japan Tobacco Cia, utilizando embriões 
imaturos da linhagem A188 (ISHIDA et al., 1996).

Trabalhos posteriores descreveram novos protocolos 
utilizados na transformação, em que diferentes parâmetros 
foram testados, buscando assim aumentar a eficiência de 
transformação genética de milho (ZHAO et al., 2001; FRAME et 
al., 2002; HUANG; WEI, 2005; ISHIDA et al., 2007; VEGA et al., 
2008; REYES et al., 2010).

O desenvolvimento de uma metodologia apropriada e eficiente 
para a transformação genética de milho via A. tumefaciens 
é uma tarefa complexa, sendo essencial o entendimento 
de vários fatores capazes de influenciar na transferência, 
integração e estabilidade do T-DNA no genoma do tecido alvo e 
na regeneração da planta transformada (GALLEGO et al., 2011).

Nas seções seguintes serão apresentados alguns dos fatores 
que agem sobre as células bacteriana e vegetal influenciando a 
eficácia da transformação genética do milho.

Explantes 

O estabelecimento de um sistema de regeneração de plantas 
in vitro é requisito primordial para uma eficiente produção de 
eventos transgênicos (FRAME et al., 2006; VEGA et al., 2008; 
PITZSCHKE, 2013). Ishida et al. (1996) afirmaram que a principal 
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barreira na transformação genética não está na transferência 
de fragmentos de DNA para as células das plantas, mas na 
recuperação de células que adquiriram o T-DNA em seus 
cromossomos através da regeneração das plantas em cultura 
de tecido. Sendo assim, a escolha do explante é um dos 
fatores primordiais para a eficiência da transformação via 
A. tumefaciens. Preferencialmente, ele deve estar disponível 
durante todo o ano e ser constituído de um grande número 
de células regeneráveis e capazes de manter a habilidade de 
proliferação celular, possibilitando assim o subcultivo em 
meios de seleção e a regeneração de plantas transgênicas 
(BIRCH, 1997).  Explantes tais como anteras (TING et al., 1981), 
inflorescências masculinas e femininas imaturas (RHODES et 
al., 1986; SUPRASANNA et al., 1986; PAREDDY; PETOLINO, 1990; 
SONGSTAD et al., 1992), segmentos de plântulas (SANTOS 
et al., 1984; RAY; GHOSH, 1990), meristema apical (ZHANG et 
al., 2002) e embriões imaturos (ISHIDA et al., 1996; FRAME 
et al., 2002; HUANG; WEI, 2005; VEGA et al., 2008) têm sido 
utilizados para a indução de calos e transformação genética 
de milho. Calos embriogênicos também já foram descritos 
como explantes promissores para a produção de plantas 
transgênicas por apresentarem células não diferenciadas, 
dividindo-se ativamente e com capacidade de regenerar plantas 
em cultura de tecidos (DANILOVA; DOLGIKH, 2004; SIDOROV et 
al., 2006). Entretanto, até o momento, o escutelo de embriões 
imaturos é o explante com a maior eficiência de regeneração, 
competência para infecção por A. tumefaciens e produção de 
plantas transgênicas, sendo a embriogênese somática o tipo de 
regeneração preferida para o milho (ISHIDA et al., 1996; FRAME 
et al., 2002;  HUANG; WEI, 2005; VEGA et al., 2008). 
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Calos embriogênicos somáticos dos Tipos I e/ou II são 
normalmente formados quando embriões imaturos de milho 
são subcultivados em meios suplementados com auxinas, tais 
como 2,4-D e Dicamba (GREEN; PHILLIPS, 1975; ARMSTRONG; 
GREEN, 1985; DUNCAN et al., 1985; PRIOLI; SILVA, 1989; FRAME 
et al., 2002; PETRILLO et al., 2008) (Figura 1). Os calos do Tipo I 
são estruturas compactas, amarelas ou brancas, e normalmente 
capazes de regenerar plantas (VASIL; VASIL, 1981). Os calos 
do Tipo II são macios, friáveis e altamente embriogênicos 
(ARMSTRONG; GREEN, 1985; TOMES; SMITH, 1985). Embora 
ambos os calos sejam capazes de regenerar plantas, as culturas 
formadoras de calos do Tipo II crescem mais rapidamente, 
podem ser mantidas por um longo período de tempo e formam 
um grande número de embriões somáticos (VASIL, 1987). Como 
mencionado anteriormente, estas características favorecem 
a seleção e regeneração de plantas transgênicas (QUE et al., 
2014).

O estado fisiológico e o estádio de desenvolvimento do 
explante no momento da excisão, as estações do ano e 
interações específicas entre genótipo e condições de cultivo 
da planta doadora podem modificar a expressividade dos 
genes que controlam a indução da embriogênese somática e 
a regeneração de plantas (PRIOLI; SILVA, 1989). Assim, mesmo 
plantas ou genótipos considerados altamente recalcitrantes 
podem ser induzidos à morfogênese quando explantes 
em estádios de desenvolvimento adequados, obtidos de 
plantas que cresceram sob condições ótimas, são utilizados. 
Reciprocamente, plantas que normalmente formam calos e 
se regeneram facilmente in vitro podem não se regenerarem 
quando são utilizados explantes inadequados ou provenientes 
de plantas cultivadas em condições adversas (VASIL, 1987).
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Genótipo 

A seleção de genótipos de milho para a produção de plantas 
transgênicas foca em duas características principais – a 
capacidade de regeneração in vitro e a possibilidade de infecção 
por Agrobacterium. Um genótipo ideal para o programa de 
produção de plantas transgênicas, além das características 
citadas anteriormente, deve possuir excelente desempenho 
agronômico. Em milho, a iniciação de calos regeneráveis 
(PHILLIPS et al., 1988) e a frequência de regeneração de plantas 
são afetadas por um componente genético e dependem do 
genótipo utilizado (HODGES et al., 1986; PRIOLI; SILVA, 1989). 
Mediante um ensaio dialélico envolvendo oito linhagens, 
Beckert e Qing (1984) verificaram herdabilidade significativa 
para a iniciação de calos embriogênicos e regeneração de 
plantas de milho. A alta herdabilidade indica que tanto a 
indução de calos quanto a regeneração de plantas, podem 
ser aumentadas pelo cruzamento de genótipos recalcitrantes 
com genótipos altamente responsivos (TOMES; SMITH, 1985; 
HODGES et al., 1986). 

Nos primeiros trabalhos de regeneração in vitro, a indução de 
calos e a regeneração de plantas de milho só eram possíveis 
em poucos genótipos (GREEN; PHILLIPS, 1975). A ocorrência 
de calos embriogênicos friáveis do Tipo II não é tão comum, 
apenas um número restrito de genótipos de milho é capaz de 
expressar este fenótipo em meio de cultivo, especialmente o 
híbrido HiII (ARMSTRONG et al., 1991). Entretanto, HiII não é 
interessante para a avaliação de características agronômicas, 
como melhoria da produtividade e tolerância a estresses 
abióticos, por apresentar um baixo desempenho agronômico 
e uma base genética não uniforme (QUE et al., 2014). Portanto, 
existe grande interesse na seleção de genótipos capazes 
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de serem infectados por Agrobacterium, formarem calos 
embriogênicos e regenerarem plantas eficientemente.

Com o avanço da metodologia do cultivo in vitro, e 
particularmente com alterações na composição dos meios de 
cultura e nas relações e doses dos reguladores de crescimento, 
foi possível a regeneração de um crescente número de 
genótipos (NOVAK et al., 1983; RAPELA, 1985; LUPOTTO, 
1986; PRIOLI; SILVA, 1989).  Apesar de a maioria destes 
genótipos serem de adaptação a clima temperado, genótipos 
de adaptação tropical capazes de regeneração também foram 
identificados (BOHOROVA et al., 1995; SANTOS-SEREJO; 
AGUIAR-PERECIN, 2000; DANSON et al., 2006; FERNANDES et 
al., 2008; PETRILLO et al., 2008; ANAMI et al., 2010; GORJI et al., 
2011; GONZÁLEZ et al., 2012), o que indica a possibilidade de se 
manipular genótipos-elite tropicais via transformação genética.

Estirpes de Agrobacterium tumefaciens

Existe uma especificidade genotípica na interação entre a 
estirpe de Agrobacterium tumefaciens e o genótipo de milho 
escolhido, a qual é refletida na habilidade de transferência do 
T-DNA (VALDEZ-ORTIZ et al., 2007; WANG et al., 2007; OMBORI 
et al.,  2013). As estirpes LBA4404 (OOMS et al., 1982; HOEKEMA 
et al., 1983), C58 (LAREBEKE et al., 1974), GV3301, EHA 101 
(HOOD et al., 1986), AGL0, EHA 105 (cepa derivativa das estirpes 
EHA101 e AGL0), AGL1(derivativa da EHA101) (LAZO et al., 1991) 
são as mais citadas em transformações genéticas de milho.

A literatura mostra diversas combinações entre genótipos e 
estirpes de agrobactérias, por exemplo, as duas cultivares 
mais utilizadas na transformação do milho - a linhagem A188 
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e o híbrido HiII - têm sido transformadas utilizando as estirpes 
LBA4404 (ISHIDA et al., 1996) e EHA 101 (ZHAO et al., 2001; 
FRAME et al., 2002). A estirpe C58 foi utilizada por Sidorov et 
al. (2006) na transformação de calos de um híbrido triplo (A188, 
H99 e Pa91) e de algumas linhagens comerciais; as estirpes 
EHA101 ou C58Z707 foram utilizadas por Frame et al. (2006) na 
transformação de várias linhagens temperadas (B73, B104, B114, 
H99, Mo17, Ky21, W64, Oh43, A188, Mp420, GTMas:gk, M37W, 
W22); as estirpes EHA101 e AGL1 foram capazes de infectar 
e transformar genótipos provenientes do Canadá (CG69, 
CG59,CG65, CG68, CG101, CG94, CG37, CG102, CG103,CG74, 
CG93) e da China (He344, K10, Longfu746) (CAO et al., 2014); a 
estirpe EHA 105 foi utilizada para a transformação da linhagem 
A188 e de híbridos dela derivados (LUPOTTO et al., 2004). 

Apesar de as estirpes LBA4404, C58 e EHA101 serem as mais 
citadas nas publicações científicas como casos de sucesso em 
várias transformações de milho, por causa da especificidade 
genotípica entre bactéria e planta, é necessário testar diferentes 
estirpes, para diferentes cultivares de milho, a fim de se obter 
um processo de transformação eficiente. 

Tratamento do Explante antes da Infecção com 
Agrobacterium 

Por serem mais recalcitrantes em relação à infecção por 
Agrobacterium, a transformação de monocotiledôneas pode 
ser melhorada utilizando metodologias que aumentem a 
eficiência da infecção. Tratamentos físicos capazes de produzir 
microferimentos nos explantes podem atuar como um 
importante componente na transferência do T-DNA. Como 
visto anteriormente, o sistema VirA / VirG, responsável pelo 
reconhecimento da planta pela bactéria, responde a quatro 
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classes distintas de sinais moleculares - fenóis, açúcares, 
baixa concentração de fosfato e pH levemente acídico - e a 
intensidade da resposta depende da integração entre estes 
sinais. Portanto, uma provável explicação para a importância 
da injúria do tecido é a presença destas moléculas indutoras 
do processo de transferência do T-DNA durante a síntese 
e reparação da parede da célula vegetal. Adicionalmente, 
tratamentos físicos podem levar a um aumento no número 
de sítios de fixação da Agrobacterium (TRICK; FINER, 1997; 
ESCUDERO; HOHN, 1997; SANTARÉM, 2000; MATSUDA et al., 
2003). 

Em milho, tratamentos físicos aplicados aos explantes antes da 
infecção com Agrobacterium, tais como o bombardeamento de 
embriões imaturos com micropartículas metálicas, a cavitação 
acústica (SAAT) e a infiltração a vácuo, já foram utilizados para 
promover maiores frequências de transformação transiente 
e regeneração de plantas transgênicas (LUPOTTO et al., 1998; 
SANTARÉM, 2000; VALDEZ-ORTIZ et al., 2007; BERANOVÁ et al.,  
2008).

A avaliação de tecidos submetidos à cavitação acústica por 
microscopia eletrônica de varredura revelou a presença 
de microcanais e microferimentos, entre 1 µm a 1 mm, na 
superfície dos explantes. Utilizando estas vias, a Agrobacterium 
é capaz de penetrar e entrar em contato com outros tecidos 
além dos superficiais. É importante destacar que a duração 
do pulso sônico é diretamente proporcional à extensão dos 
ferimentos causados no tecido e que longos tratamentos de 
pulso afetam a competência do explante para a formação de 
calos embriogênicos e regeneração do tecido (TRICK; FINER, 
1997). 
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O tratamento a vácuo também facilita a infiltração da 
Agrobacterium nos tecidos vegetais e tem sido utilizado com 
sucesso na transformação de Arabidopsis (CLOUGH; BENT, 
1998). Este tratamento também foi utilizado eficientemente no 
protocolo desenvolvido por Amoah et al. (2001) e Wang et al. 
(2007) na transformação de trigo e milho, respectivamente.

 Temperatura

A temperatura é um fator ambiental que afeta a transferência 
do T-DNA; isto foi inicialmente relatado por Dillen et al. (1997). 
A temperatura ideal para a estruturação do sistema VirB / D4, 
através do qual o T-DNA é transferido entre bactéria e planta, é 
de 18 a 23 oC. Entre 23 e 28 oC, as proteínas VirB são degradadas 
e a produção de T-pilus é reduzida; temperaturas de 30 oC ou 
acima comprometem a formação do T-pilus  e a virulência de 
Agrobacterium (ATMAKURI; CHRISTIE, 2007). Apesar de o 
modo de ação da temperatura sobre o sistema VirB / D4 não ser 
totalmente conhecido, Atmakuri e Christie (2007) especulam 
que uma possibilidade é que o estresse de alta temperatura 
gere uma resposta extracitoplasmática e, em consequência, 
ocorra a degradação de organelas não essenciais, tais 
como o sistema T4S. Outra possibilidade que os mesmos 
autores visualizam é que a temperatura pode influenciar 
nas propriedades físico-químicas das membranas de A. 
tumefaciens, por exemplo, a composição de fosfolípideos, e por 
consequência pode impactar a biogênese dos canais VirB / D4 
ou T-pilus. Portanto, a temperatura ótima para a transformação 
deve ser avaliada para cada explante específico e estirpe de 
Agrobacterium envolvidos. 
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Em milho, a temperatura de cocultivo varia entre 20 e 23 
oC. Frame et al. (2002) obtiveram uma alta frequência de 
transformação cultivando embriões imaturos a 20 oC por 3 
dias, após a infecção com A. tumefaciens. A temperatura de 
23 oC de cocultivo foi a estabelecida para que Rout et al. (2008) 
obtivessem alta frequência de transformação de milho.

Meios de cultivo 

O meio de cultivo geralmente consiste de nutrientes 
inorgânicos, fontes de carbono e energia, vitaminas, 
reguladores de crescimento vegetal e suplementos orgânicos 
(vitaminas, aminoácidos, etc.). Ausência ou concentrações 
inadequadas destas substâncias são fatores importantes 
que limitam a eficiência da transformação intermediada por 
Agrobacterium (GUO et al., 2011).

A concentração salina no meio de cultivo foi reportada 
influenciar a transferência do T-DNA. Elementos minerais são 
muito importantes na vida de uma planta, portanto estão 
sempre presentes no meio de cultivo. Os sais constituintes 
dos meios basais N6 (CHU et al., 1975) e MS (MURASHIGE; 
SKOOG, 1962) são amplamente utilizados no cultivo in 
vitro e transformação genética de milho (VEGA et al., 2008; 
FRAME et al., 2006). A maior diferença existente entre estas 
duas formulações é seu conteúdo em nitrogênio inorgânico, 
o meio basal MS possui 3,03 e 1,4 vezes mais NH4 e NO3, 
respectivamente do que o meio N6. Em alguns relatos, a 
eficiência da transformação genética foi aumentada quando se 
utilizou uma baixa concentração de sais durante a infecção com 
Agrobacterium (FRY et al., 1987; ARMSTRONG; ROUT, 2001).
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Substâncias produzidas pelas plantas capazes de induzir a 
expressão dos genes vir de Agrobacterium, por exemplo, 
os compostos fenólicos, são necessárias para uma 
transformação eficiente (STACHEL; ZAMBRYSKY, 1986). Adição 
de acetoseringona aumentou a indução dos genes vir de 
Agrobacterium, durante o período de cocultivo na maioria das 
culturas estudadas (VIJAYACHANDRA et al., 1995; CHENG et al., 
1997; KUMLEHN et al., 2006).

A manipulação do potencial osmótico do meio de cultivo 
através da alteração das concentrações de glicose e sacarose 
também foi determinada ser útil durante a infecção de algumas 
monocotiledôneas por Agrobacterium (HIEI et al., 1994). 
Segundo Wu et al. (2003), a adição de açúcares, como maltose 
ou sacarose no meio de infecção, é fundamental para o sucesso 
da transferência do T-DNA.  

Estudos determinaram que a suplementação dos meios 
com antioxidantes ou misturas antinecróticas, tais como a 
L-cisteína, DTT e PVP (polipirrolidona), aumenta a eficiência de 
transformação por A. tumefaciens (PERL et al., 1996; OLHOFT; 
SOMERS, 2001; PAZ et al., 2004), na medida em que eleva a 
capacidade de regeneração das células ao minimizar a necrose 
celular ocasionada pela oxidação durante o processo de 
infecção (FRAME et al., 2006; VEGA et al., 2008). A inclusão da 
cisteína no meio de cocultivo levou a uma maior eficiência na 
infecção de milho por Agrobacterium, demonstrada por um 
aumento na expressão transiente do gene repórter GUS e na 
frequência de eventos transgênicos produzidos. 

Outro constituinte presente em meios de cultivo que tem 
otimizado a eficiência de transformação é o nitrato de prata 
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(AgNO3). Sua ação é devida provavelmente à supressão do 
crescimento excessivo da Agrobacterium no explante sem 
afetar a transferência do T-DNA, o que facilita a recuperação 
das células do milho em cultura, após o período de 
infecção, aumentando assim a eficiência de transformação 
(ARMSTRONG; ROUT, 2001; ZHAO et al., 2001; CHENG et al., 
2003).

Conclusões

A transformação genética de cereais intermediada por 
Agrobacterium é uma realidade em vários centros de pesquisa 
privados ou públicos. Entretanto, na maioria dos laboratórios, 
os protocolos foram desenvolvidos para genótipos modelo 
que apresentam uma excelente regeneração in vitro, mas 
um pobre desempenho no campo. O desafio atual é ampliar 
estes protocolos para as linhagens-elites de interesse 
econômico. Este documento apresenta alguns dos fatores que 
podem influenciar a transformação de monocotiledôneas via 
Agrobacterium e precisam ser estudados durante a geração 
de novos protocolos eficientes de produção de plantas 
transgênicas. Um maior entendimento a nível molecular da 
ação destes fatores poderá futuramente trazer melhorias para 
os processos de transformação de cereais via Agrobacterium 
tumefaciens e possibilitar a transformação de um maior número 
de genótipos.
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