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Apresentacao

A transformacao genética de plantas intermediada por
Agrobacterium é uma metodologia que vem sendo usada

com muito sucesso em estudos basicos e aplicados para a
melhoria de espécies de grande interesse econdmico, por
exemplo, os cereais. Nas duas ultimas décadas presenciamos o
desenvolvimento de sistemas eficientes de geracao de eventos
transgénicos para varias espécies de cereais economicamente
importantes, tais como milho, arroz, cevada, sorgo e trigo.
Entretanto, a transformacao genética da maioria das linhagens-
elite ainda permanece inacessivel por ser este método gendtipo
dependente.

Este exemplar da série Documentos tem como objetivo
apresentar uma revisao de literatura sobre os estadios iniciais
de infeccao da célula vegetal pela Agrobacterium e discutir
alguns fatores que influenciam este processo, objetivando
disponibilizar informacoes Uteis que possam auxiliar no
desenvolvimento de protocolos de transformacao genética via
Agrobacterium para novas espeécies.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe-Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Introducao

Atualmente, informacoes sobre a organizacao e regulacao do
genoma do milho estao sendo disponibilizadas frequentemente,
e existe um grande potencial de utilizacao deste conhecimento
para o melhoramento desta cultura através da transformacao
genética. Além da geracao de plantas expressando
caracteristicas agricolas desejaveis, estas técnicas sao
rotineiramente empregadas em estudos basicos de fisiologia,
bioquimica e genética.

O milho ganha destaque dentre as lavouras biotecnolégicas
cultivadas, por ser uma das commodities mais comercializadas
mundialmente, movimentando um mercado bilionario entre
industrias de produgao de alimentos para consumo humano,
racoes e centenas de produtos industrializados.

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

Esta metodologia apresenta diversas vantagens, como uma
maior precisao na integracao doT-DNA, um menor numero

de copias do transgene inseridas no genoma da planta e
poucos rearranjamentos das moléculas de DNA introduzidas,
e uma maior estabilidade fenotipica durante muitas geragdes
de cruzamento (ISHIDA et al., 1996). Em contrapartida, por

ser um método gendtipo-dependente, a transformacao via
Agrobacterium apresenta limitagcoes, como a recalcitrancia em
monocotiledéneas.

Desde o primeiro relato de transformacao de milho por A.
tumefaciens, varios fatores que influenciam a transferéncia
doT-DNA e a regeneracao de células transgénicas em cultura
de tecidos tém sido investigados e aprimorados. O propdsito
deste documento é apresentar uma breve revisao literaria do
processo de infeccao de células vegetais pela Agrobacterium
tumefaciens que culminam com a transferéncia doT-DNA da
bactéria para células da planta. Além disso, discutir alguns
dos fatores que influenciam este processo na transformacgao
do milho e que devem ser considerados durante o
desenvolvimento de protocolos de transformacao genética via
Agrobacterium.

Agrobacterium e aTransformacao
Genética de Plantas

A Agrobacterium tumefaciens € uma bactéria Gram-
negativa, comumente encontrada no solo, do tipo bacilo
aerobio, fitopatogénica e pertencente a familia Rhizobiaceae
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(ZAMBRYSKI, 1988). E o agente etioldgico causal da galha-da-
coroa em dicotiledoneas e em algumas monocotiledéneas.
As células vegetais infectadas pela bactéria adquirem a
propriedade de se multiplicarem de maneira autbnoma e
desordenada, produzindo fitormdnios e opinas e formando
tumores (NESTER, 2008).

A capacidade da Agrobacterium de infectar células vegetais esta
associada a presenca de um plasmidio de alto peso molecular
(200 a 800 kb) conhecido como plasmideoTi, do inglés
tumor-inducing, que pode se replicar independentemente do
genoma bacteriano. A inducao de tumores ocorre por meio da
transferéncia de um segmento deste plasmideo, denominado
T-DNA, para o genoma da planta infectada (GELVIN, 2003).

O processo de infeccao via Agrobacterium é longo e elaborado,
envolvendo as seguintes etapas: 1) ldentificagao de sinais
quimicos emitidos pela planta e inducao das proteinas de
viruléncia da bactéria; 2) Processamento do T-DNA por meio das
proteinas de viruléncia presentes na bactéria; 3) Infeccao da
planta-alvo pela Agrobacterium e transferéncia doT-DNA para a
célula vegetal; 4) Integracao doT-DNA no genoma da planta por
intermédio de proteinas hospedeiras; e 5) Expressao doT-DNA e
indugao de tumores na planta. Os genes codificados pelo T-DNA
sao responsaveis pela producao de fitormonios que promovem
a proliferacao desordenada das células vegetais e a producgao
de opinas, que sao os componentes nutritivos utilizados pela
bactéria (GUO et al., 2011).

Diversos genes estao envolvidos na transferéncia do T-DNA,
porém a maioria esta localizada na regiao de viruléncia (vir)
do plasmidioTi. A regiao vir compreende sete dperons de
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maior significancia: virA, virB, virC, virD, virE, virG e virF. As
proteinas produzidas a partir destes genes sao responsaveis
pela deteccao das moléculas sinais emitidas pela planta, bem
como processamento, transferéncia e integracao doT-DNA no
genoma vegetal, o qual é expresso de forma estavel. OT-DNA
apresenta entre 10 e 30 Kb, sendo delimitado pelas bordas
direita e esquerda constituidas de 25 pb homdélogas (GELVIN,
2003; GUO et al., 2011).

O processo de infeccao e transferéncia do T-DNA inicia-se
quando a Agrobacterium é atraida por quimiotaxia em direcao
a compostos sinalizadores, tais como fenodis e agucares que
induzem a expressao dos genes de viruléncia (vir). Apesar de
compostos fendlicos serem suficientes para a ativagao dos
genes de viruléncia, condigoes de baixo pH, baixo fosfato

e temperaturas abaixo de 30 °C sao capazes de aumentar a
infeccao (STACHEL; ZAMBRYSKI, 1986; WINANS et al., 1988;
CANGELOSI et al., 1990). No processo de transformacao
genética de plantas, a importancia do ferimento do tecido
vegetal esta relacionada ao fato de que nesta regiao existe alta
atividade da via dos fenilpropanoides, baixo pH e sintese de
carboidratos associados ao reparo da parede celular (MATSUDA
et al., 2003).

Os genes de viruléncia responsaveis pela transferéncia do
T-DNA ficam inativos até estarem na presencga de moléculas
sinalizadoras produzidas pela planta. O locus virA é o Unico
expresso de forma constitutiva na célula bacteriana e o seu
produto age como um quimiorreceptor capaz de detectar

a presenca no ambiente das moléculas sinalizadoras. A
proteina VirA torna-se ativa apds ligar-se a acetoseringona, um
composto fenolico, e fosforila a proteina VirG, ativando-a. A
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proteina VirG fosforilada liga-se as sequéncias operadoras dos
outros genes vir, ativando-os e dando sequéncia ao processo
infeccioso (STACHEL; ZAMBRYSKI, 1986).

As proteinas VirA e VirG, que regulam o mecanismo de
transformacao, pertencem a uma classe conhecida como
sistema regulatoério de dois componentes (two-component
regulatory system). Nesse sistema, a proteina VirA funciona
como uma proteina quinase sensora que responde aos sinais
ambientais (MELCHERS et al., 1989), enquanto a proteina VirG
age como um ativador transcricional por ligar-se a regides
promotoras dos operons vir, iniciando assim o processo de
transferéncia doT-DNA (JIN et al., 1990).

A ativacao dos genes vir desencadeia uma cascata de eventos.
Proteinas Vir (VirD1 e VirD2) sao responsaveis por clivar a fita
inferior da regiao de transferéncia do plasmideoTi, 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
€ direcionado para a célula da planta.

A. tumefaciens transfere o complexo-T e proteinas de viruléncia
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 secrecao do tipo de IV
(SST4) codificado pelos operons virB e virD4 (CHRISTIE, 2004).

Os sistemas de secrecao de tipo IV (SST4) sao grandes
complexos de proteinas que atravessam o envelope celular
de muitas bactérias. Eles contém um canal através do qual as
proteinas ou complexos formados por DNA-proteina podem
ser translocados. Esta translocacao é energizada por ATPases
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citoplasmaticas que promovem alteracoes conformacionais no
complexo de translocacao (REGO et al., 2010). Estruturalmente,
na A. tumefaciens o sistema é composto de trés grupos
funcionais: um pilus na superficie bacteriana (virB2 e virB5),
um poro transversal as duas membranas (virB3 e virB6-10) e
duas ATPases (virB4 e virB11) na superficie citoplasmatica da
membrana interna que fornecem energia para o sistema, além
de transportar substratos (BOSCHIROLI et al., 2002). Os dados
disponiveis atualmente indicam que todos os substratos que
entram no sistema de transferéncia de VirB / D4 o fazem através
de acoplamento inicial com VirD4. Sinais de localizacao nuclear
presentes em VirD2 e VirE2 direcionam o complexo-T para o
nucleo onde o T-DNA é integrado no genoma da planta.

Como visto anteriormente, as duas regioes distintas presentes
no plasmideoTi essenciais para a transformacao genética via
A. tumefaciens sao as regioes do T-DNA e dos genes vir. O
T-DNA ¢ limitado por duas bordas, direita e esquerda, as quais
sao compostas por 25 pb repetidas (GELVIN, 2003) e sao as
Unicas sequéncias necessarias para delimitar os genes que
serao transferidos; qualquer tipo de DNA colocado entre estas
bordas pode ser transferido pela Agrobacterium. A regiao vir é
constituida de sete a dez loci (VirA, virB, virC, virD, virE, virF e
virG) que codificam as proteinas de viruléncia requeridas para
o transporte e integracao doT-DNA no genoma hospedeiro
(ZUPAN; ZAMBRYSKI, 1995).

Na utilizagao da Agrobacterium como uma ferramenta
biotecnoldgica foi necessario o desenvolvimento de sistemas de
T-DNA binarios. Nestes sistemas, o -DNA e os genes vir estao
localizados em replicons separados. OT-DNA € localizado em
um vetor binario pequeno (10 a 30 Kb) quando comparado aos
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plasmideosTi (200 a 800 Kb) e, portanto, de facil manipulacao
em laboratorios. As principais caracteristicas estruturais de
um vetor binario sao: (i) A presenca dos 25 pb repetidas das
extremidades direita e esquerda que delimitam o T-DNA,; (ii)
Um marcador de selecao para as células vegetais (antibidtico,
herbicidas, etc); (iii) Presenca de sitios para enzimas de
restricao dentro doT-DNA, possibilitando a inser¢cao de

genes de interesse; (iv) Origens de replicacao para permitir

a manutencao dos vetores em E. coli e Agrobacterium; e (v)
Genes para resisténcia a antibidticos que permitem a selegao
da presenca do vetor binario 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 nao contém os genes selvagens no seu
T-DNA, carregando o vetor binario e o plasmideo “helper”,
sao utilizadas como ferramentas biotecnoldgicas para a
transferéncia de genes para as plantas.

Fatores que Influenciam a
Transferéncia de Genes entre
Agrobacterium tumefaciens e
Plantas Monocotiledoneas

Algumas espécies vegetais sao recalcitrantes a transferéncia
de DNA intermediada por Agrobacterium, principalmente

as monocotiledoneas, como o milho. Entretanto, estudos

de fatores que influenciam a transformacao genética de
monocotileddneas via A. tumefaciens, tais como a viruléncia
das estirpes bacterianas, os vetores binarios utilizados, o tipo
e a idade do explante, a densidade da suspensao bacteriana,
a composicao dos meios de cultura, o genotipo do milho,
dentre outros, foram realizados possibilitando a obtencao de
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protocolos eficientes de transformacao genética de milho via A.
tumefaciens.

O primeiro protocolo de transformacao de milho com alta
eficiéncia utilizando Agrobacterium foi descrito em 1996 por
pesquisadores da JapanTobacco Cia, utilizando embrides
imaturos da linhagem A188 (ISHIDA et al., 1996).

Trabalhos posteriores descreveram novos protocolos
utilizados na transformacao, em que diferentes parametros
foram testados, buscando assim aumentar a eficiéncia de
transformacao 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 transformacao genética de milho via A. tumefaciens

é uma tarefa complexa, sendo essencial o entendimento

de varios fatores capazes de influenciar na transferéncia,
integracao e estabilidade doT-DNA no genoma do tecido alvo e
na regeneracao da planta transformada (GALLEGO et al., 2011).

Nas secoes seguintes serao apresentados alguns dos fatores
que agem sobre as células bacteriana e vegetal influenciando a
eficacia da transformacao genética do milho.

Explantes

O estabelecimento de um sistema de regeneracao de plantas
in vitro é requisito primordial para uma eficiente producao de
eventos transgénicos (FRAME et al., 2006; VEGA et al., 2008;
PITZSCHKE, 2013). Ishida et al. (1996) afirmaram que a principal
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barreira na transformacao genética nao esta na transferéncia
de fragmentos de DNA para as células das plantas, mas na
recuperacao de células que adquiriram o -DNA em seus
cromossomos através da regeneracao das plantas em cultura
de tecido. Sendo assim, a escolha do explante é um dos
fatores primordiais para a eficiéncia da transformacao via

A. tumefaciens. Preferencialmente, ele deve estar disponivel
durante todo o ano e ser constituido de um grande niumero

de células regeneraveis e capazes de manter a habilidade de
proliferacao celular, possibilitando assim o subcultivo em
meios de selecao e a regeneracao de plantas transgénicas
(BIRCH, 1997). Explantes tais como anteras (TING et al., 1981),
inflorescéncias masculinas e femininas imaturas (RHODES et
al., 1986; SUPRASANNA et al., 1986; PAREDDY; PETOLINO, 1990;
SONGSTAD et al., 1992), segmentos de plantulas (SANTOS

et al., 1984; RAY; GHOSH, 1990), meristema apical (ZHANG et
al., 2002) e embrides imaturos (ISHIDA et al., 1996; FRAME

et al., 2002; HUANG; WEI, 2005; VEGA et al., 2008) tém sido
utilizados para a inducao de calos e transformacao genética

de milho. Calos embriogénicos também ja foram descritos
como explantes promissores para a producao de plantas
transgénicas por apresentarem células nao diferenciadas,
dividindo-se ativamente e com capacidade de regenerar plantas
em cultura de tecidos (DANILOVA; DOLGIKH, 2004; SIDOROQV et
al., 2006). Entretanto, até o momento, o escutelo de embrides
imaturos € o explante com a maior eficiéncia de regeneracao,
competéncia para infeccao por A. tumefaciens e producao de
plantas transgénicas, sendo a embriogénese somatica o tipo de
regeneracgao preferida para o milho (ISHIDA et al., 1996; FRAME
et al., 2002; HUANG; WEI, 2005; VEGA et al., 2008).

15
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Calos embriogénicos somaticos dosTipos | e/ou Il sao
normalmente formados quando embrides imaturos de milho
sao 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 doTipo |
sao estruturas compactas, amarelas ou brancas, e normalmente
capazes de regenerar plantas (VASIL; VASIL, 1981). Os calos
doTipo Il sao macios, friaveis e altamente embriogénicos
(ARMSTRONG; GREEN, 1985; TOMES; SMITH, 1985). Embora
ambos os calos sejam capazes de regenerar plantas, as culturas
formadoras de calos doTipo Il crescem mais rapidamente,
podem ser mantidas por um longo periodo de tempo e formam
um grande numero de embrides somaticos (VASIL, 1987). Como
mencionado anteriormente, estas caracteristicas favorecem

a selecao e regeneracao de plantas transgénicas (QUE et al.,
2014).

O estado fisioldgico e o estadio de desenvolvimento do
explante no momento da excisao, as estacdes do ano e
interacoes especificas entre gendtipo e condigoes de cultivo
da planta doadora podem modificar a expressividade dos
genes gque controlam a inducao da embriogénese somatica e
a regeneracao de plantas (PRIOLI; SILVA, 1989). Assim, mesmo
plantas ou genétipos considerados altamente recalcitrantes
podem ser induzidos a morfogénese quando explantes

em estadios de desenvolvimento adequados, obtidos de
plantas que cresceram sob condi¢cdes 6timas, sao utilizados.
Reciprocamente, plantas que normalmente formam calos e

se regeneram facilmente in vitro podem nao se regenerarem
quando sao utilizados explantes inadequados ou provenientes
de plantas cultivadas em condicoes adversas (VASIL, 1987).
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Genotipo

A selecao de genotipos de milho para a producao de plantas
transgénicas foca em duas caracteristicas principais — a
capacidade de regeneracgao in vitro e a possibilidade de infecgao
por Agrobacterium. Um genotipo ideal para o programa de
producao de plantas transgénicas, além das caracteristicas
citadas anteriormente, deve possuir excelente desempenho
agronomico. Em milho, a iniciacao de calos regeneraveis
(PHILLIPS et al., 1988) e a frequéncia de regeneracao de plantas
sao afetadas por um componente genético e dependem do
genotipo utilizado (HODGES et al., 1986; PRIOLI; SILVA, 1989).
Mediante um ensaio dialélico envolvendo oito linhagens,
Beckert e Qing (1984) verificaram herdabilidade significativa
para a iniciagao de calos embriogénicos e regeneragao de
plantas de milho. A alta herdabilidade indica que tanto a
inducao de calos quanto a regeneracao de plantas, podem

ser aumentadas pelo cruzamento de gendtipos recalcitrantes
com genotipos altamente responsivos (TOMES; SMITH, 1985;
HODGES et al., 1986).

Nos primeiros trabalhos de regeneracao in vitro, a inducao de
calos e a regeneracao de plantas de milho s6 eram possiveis
em poucos genotipos (GREEN; PHILLIPS, 1975). A ocorréncia
de calos embriogénicos friaveis doTipo Il nao € tao comum,
apenas um numero restrito de genotipos de milho é capaz de
expressar este fenétipo em meio de cultivo, especialmente o
hibrido Hill (ARMSTRONG et al., 1991). Entretanto, Hill nao é
interessante para a avaliacao de caracteristicas agronémicas,
como melhoria da produtividade e tolerancia a estresses
abidticos, por apresentar um baixo desempenho agronémico
e uma base genética nao uniforme (QUE et al., 2014). Portanto,
existe grande interesse na selecao de genotipos capazes
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de serem infectados por Agrobacterium, formarem calos
embriogénicos e regenerarem plantas eficientemente.

Com o avanco da metodologia do cultivo in vitro, e
particularmente com alteragcdes na composicao dos meios de
cultura e nas relacoes e doses dos reguladores de crescimento,
foi possivel a regeneracao de um crescente numero de
genotipos (NOVAK et al., 1983; RAPELA, 1985; LUPOTTO,

1986; PRIOLI; SILVA, 1989). Apesar de a maioria destes
genotipos serem de adaptacgao a clima temperado, genotipos
de adaptacao tropical capazes de regeneracao 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; GONZALEZ et al., 2012), o que indica a possibilidade de se
manipular gendtipos-elite tropicais via transformacao genética.

Estirpes de Agrobacterium tumefaciens

Existe uma especificidade genotipica na interagao entre a
estirpe de Agrobacterium tumefaciens e o genétipo de milho
escolhido, a qual é refletida na habilidade de transferéncia 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), AGLO, EHA 105 (cepa derivativa das estirpes
EHA101 e AGLO), AGL1(derivativa da EHA101) (LAZO et al., 1991)
sao as mais citadas em transformacoes genéticas de milho.

A literatura mostra diversas combinacoes entre genotipos e
estirpes de agrobactérias, por exemplo, as duas cultivares
mais utilizadas na transformac¢ao do milho - a linhagem A188
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e o hibrido Hill - tém 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 transformacao de calos de um hibrido triplo (A188,
H99 e Pa91) e de algumas linhagens comerciais; as estirpes
EHA101 ou C58Z707 foram utilizadas por Frame et al. (2006) na
transformacao de varias 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 gendtipos provenientes do Canada (CG69,
CG5h9,CG65, CGB8, 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 transformacao da linhagem
A188 e de hibridos dela derivados (LUPOTTO et al., 2004).

Apesar de as estirpes LBA4404, C58 e EHA101 serem as mais
citadas nas publicacoes cientificas como casos de sucesso em
varias transformacgoes de milho, por causa da especificidade
genotipica entre bactéria e planta, € necessario testar diferentes
estirpes, para diferentes cultivares de milho, a fim de se obter
um processo de transformacao eficiente.

Tratamento do Explante antes da Infeccao com
Agrobacterium

Por serem mais recalcitrantes em relacao a infeccao por
Agrobacterium, a transformacao de monocotiledéneas pode
ser melhorada utilizando metodologias que aumentem a
eficiéncia da infec¢ao. Tratamentos fisicos capazes de produzir
microferimentos nos explantes podem atuar como um
importante componente na transferéncia doT-DNA. Como
visto anteriormente, o sistema VirA /VirG, responsavel pelo
reconhecimento da planta pela bactéria, responde a quatro
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classes distintas de sinais moleculares - fendis, acucares,
baixa concentracao de fosfato e pH levemente acidico - e a
intensidade da resposta depende da integracao entre estes
sinais. Portanto, uma provavel explicacao para a importancia
da injuria do tecido é a presenca destas moléculas indutoras
do processo de transferéncia doT-DNA durante a sintese

e reparacao da parede da célula vegetal. Adicionalmente,
tratamentos fisicos podem levar a um aumento no numero
de sitios de fixacao da Agrobacterium (TRICK; FINER, 1997;
ESCUDERO; HOHN, 1997; SANTAREM, 2000; MATSUDA et al.,
2003).

Em milho, tratamentos fisicos aplicados aos explantes antes da
infeccao com Agrobacterium, tais como o bombardeamento de
embrides imaturos com microparticulas metalicas, a cavitacao
acustica (SAAT) e a infiltracao a vacuo, ja foram utilizados para
promover maiores frequéncias de transformacao transiente

e regeneracao de plantas transgénicas (LUPOTTO et al., 1998;
SANTAREM, 2000; VALDEZ-ORTIZ et al., 2007; BERANOVA et al.,
2008).

A avaliagcao de tecidos submetidos a cavitacao acustica por
microscopia eletronica de varredura revelou a presenca

de microcanais e microferimentos, entre 1 pm a 1 mm, na
superficie dos explantes. Utilizando estas vias, a Agrobacterium
é capaz de penetrar e entrar em contato com outros tecidos
além dos superficiais. E importante destacar que a duracéo
do pulso sOnico é diretamente proporcional a extensao dos
ferimentos causados no tecido e que longos tratamentos de
pulso afetam a competéncia do explante para a formacao de
calos embriogénicos e regeneracao do tecido (TRICK; FINER,
1997).
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O tratamento a vacuo também facilita a infiltragao da
Agrobacterium nos tecidos vegetais e tem sido utilizado com
sucesso na transformacao 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 transformacao de trigo e milho, respectivamente.

Temperatura

A temperatura é um fator ambiental que afeta a transferéncia
doT-DNA,; isto foi inicialmente relatado por Dillen et al. (1997).
A temperatura ideal para a estruturacao do sistema VirB / D4,
através do qual o T-DNA é transferido entre bactéria e planta, é
de 18 a 23 °C. Entre 23 e 28 °C, as proteinas VirB sao degradadas
e a producao de T-pilus é reduzida; temperaturas de 30 °C ou
acima comprometem a formacao do T-pilus e a viruléncia de
Agrobacterium (ATMAKURI; CHRISTIE, 2007). Apesar de o
modo de acao da temperatura sobre o sistema VirB / D4 nao ser
totalmente conhecido, Atmakuri e Christie (2007) especulam
que uma possibilidade é que o estresse de alta temperatura
gere uma resposta extracitoplasmatica e, em consequéncia,
ocorra a degradacao de organelas nao essenciais, tais

como o sistemaT4S. Outra possibilidade que os mesmos
autores visualizam é que a temperatura pode influenciar

nas propriedades fisico-quimicas das membranas de A.
tumefaciens, por exemplo, a composicao de fosfolipideos, e por
consequéncia pode impactar a biogénese dos canais VirB / D4
ouT-pilus. Portanto, a temperatura 6tima para a transformacao
deve ser avaliada para cada explante especifico e estirpe de
Agrobacterium envolvidos.
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Em milho, a temperatura de cocultivo varia entre 20 e 23

°C. Frame et al. (2002) obtiveram uma alta frequéncia de
transformacao cultivando embrides imaturos a 20 °C por 3
dias, ap0s a infeccao com A. tumefaciens. A temperatura de
23 °C de cocultivo foi a estabelecida para que Rout et al. (2008)
obtivessem alta frequéncia de transformacao de milho.

Meios de cultivo

O meio de cultivo geralmente consiste de nutrientes
inorganicos, fontes de carbono e energia, vitaminas,
reguladores de crescimento vegetal e suplementos organicos
(vitaminas, aminoacidos, etc.). Auséncia ou concentragcoes
inadequadas destas substancias sao fatores importantes

que limitam a eficiéncia da transformacao intermediada por
Agrobacterium (GUO et al., 2011).

A concentracao salina no meio de cultivo foi reportada
influenciar a transferéncia doT-DNA. Elementos minerais sao
muito importantes na vida de uma planta, portanto estao
sempre presentes no meio de cultivo. Os sais constituintes
dos meios basais N6 (CHU et al., 1975) e MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) sao amplamente utilizados no cultivo in

vitro e transformacgao genética de milho (VEGA et al., 2008;
FRAME et al., 2006). A maior diferenca existente entre estas
duas formulagoes é seu conteudo em nitrogénio inorgéanico,

o meio basal MS possui 3,03 e 1,4 vezes mais NH,e NO,,
respectivamente do que o meio N6. Em alguns relatos, a
eficiéncia da transformacao genética foi aumentada quando se
utilizou uma baixa concentracao de sais durante a infeccdo com
Agrobacterium (FRY et al., 1987; ARMSTRONG; ROUT, 2001).
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Substancias produzidas pelas plantas capazes de induzir a
expressao dos genes vir de Agrobacterium, por exemplo,

os compostos fendlicos, sao necessarias para uma
transformacao eficiente (STACHEL; ZAMBRYSKY, 1986). Adicao
de acetoseringona aumentou a inducao dos genes vir de
Agrobacterium, durante o periodo de cocultivo na maioria das
culturas estudadas (VIJAYACHANDRA et al., 1995; CHENG et al.,
1997; KUMLEHN et al., 2006).

A manipulacao do potencial osmotico do meio de cultivo
através da alteracao das concentracoes de glicose e sacarose
também foi determinada ser util durante a infeccao de algumas
monocotiledéneas por Agrobacterium (HIEI et al., 1994).
Segundo Wu et al. (2003), a adicao de agucares, como maltose

ou sacarose no meio de infeccao, € fundamental para o sucesso

da transferéncia do T-DNA.

Estudos determinaram que a suplementacao dos meios

com antioxidantes ou misturas antinecroticas, tais como a
L-cisteina, DTT e PVP (polipirrolidona), aumenta a eficiéncia de
transformacao por A. tumefaciens (PERL et al., 1996; OLHOFT;
SOMERS, 2001; PAZ et al., 2004), na medida em que eleva a
capacidade de regeneracao das células ao minimizar a necrose
celular ocasionada pela oxidacao durante o processo de
infeccao (FRAME et al., 2006; VEGA et al., 2008). A inclusao da
cisteina no meio de cocultivo levou a uma maior eficiéncia na
infeccao de milho por Agrobacterium, demonstrada por um
aumento na expressao transiente do gene repoérter GUS e na
frequéncia de eventos transgénicos produzidos.

Outro constituinte presente em meios de cultivo que tem
otimizado a eficiéncia de transformacao € o nitrato de prata
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(AgNQ,). Sua acao é devida provavelmente a supressao do
crescimento excessivo da Agrobacterium no explante sem
afetar a transferéncia do T-DNA, o que facilita a recuperacao
das células do milho em cultura, apds o periodo de
infeccao, aumentando assim a eficiéncia de transformacao
(ARMSTRONG; ROUT, 2001; ZHAO et al., 2001; CHENG et al.,
2003).

Conclusoes

A transformacao genética de cereais intermediada por
Agrobacterium é uma realidade em varios centros de pesquisa
privados ou publicos. Entretanto, na maioria dos laboratérios,
os protocolos foram desenvolvidos para genoétipos modelo
que apresentam uma excelente regeneracao in vitro, mas

um pobre desempenho no campo. O desafio atual é ampliar
estes protocolos para as linhagens-elites de interesse
econdmico. Este documento apresenta alguns dos fatores que
podem influenciar a transformacao de monocotiledéneas via
Agrobacterium e precisam ser estudados durante a geracao
de novos protocolos eficientes de producao de plantas
transgénicas. Um maior entendimento a nivel molecular da
acao destes fatores podera futuramente trazer melhorias para
os processos de transformacao de cereais via Agrobacterium
tumefaciens e possibilitar a transformacao de um maior nimero
de gendtipos.
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