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Roteiro da aula

1. Transformação indireta

2. Transformação direta



Mudanças Fundamentais na Tecnologia
Nikilai Kondratiev (1892-1938) – economista russo

The Major Economic Cycles (1925)

Era do Vapor

Era da Ferrovia

Era da Informação

Era Petroquímica

Era da Biologia

- Alimento
- Energia

Biotecnologia de 
Plantas

- População



Aumentar a biomassa
- Aumentar a taxa de crescimento; 

- Eficiência fotossintética; 
- Retardar o florescimento

Tolerante ao sal

Otimizar a arquitetura

Resistência a pragas/doenças e 
temperatura

- Facilitar a colheita;
- Gerar densidade

Melhorar a composição e 
estrutura vegetal

Raiz profunda
- Tolerância a seca;

- Eficiência na captação de 
nutrientes

Propagação rápida e de custo 
reduzido

- Melhorar obtenção, produção de 
material lignocelulósico e óleo

Fitoremediação

Vacinas

Transformação Genética de Plantas



Transferência Gênica Mediada por Agrobacterium
Da Curiosidade para a Ciência

Pacurar et al., 2011 (Physiological and Molecular Plant Pathology); Escobar and Dandekar, 2003 (Trends in Plant Science); Plant Biotechnology (Cap. 3)

Galha de coroa em tomate

Tumor galha de coroa em carvalhoTumor galha de coroa
(Guaratinguetá-SP)

- Agrobacterium: engenheiro natural (Rhizobium radiobacter - 2001)



Transferência Gênica Mediada por Agrobacterium

Tolba and Zaki, 2011 (Annals of Agriculture Science); Plant Biotechnology (Cap. 3)

Infecção artificial e progresso do tumor em videira

Colônia



Transferência Gênica Mediada por Agrobacterium

Tolba and Zaki, 2011 (Annals of Agriculture Science); Plant Biotechnology (Cap. 3)

Tumor em girassol, 
datura, tabaco, 

kalanchoe, tomato, 
and chenopodium



Transferência Gênica Mediada por Agrobacterium

A. tumefaciens infecta após lesão
Quimiotaxia (açúcares e compostos fenólicos)

Rizosfera



Transferência Gênica Mediada por Agrobacterium

Plasmídeo Ti (Tumor inducing)

Transferência horizontal (T-DNA)

3. The journey to the plant nucleus

The molecular basis of genetic transformation of plant cells by
Agrobacterium has now been largely unveiled and it is well known
that a specific region, namely T-DNA, from the tumor-inducing (Ti)
plasmid, is transferred and stably integrated into the plant nuclear
genome [2]. As mentioned, the T-DNA region is the mobile element
that is responsible for tumor formation and opine biosynthesis in
planta. In addition, the Ti plasmid contains two other regions
associated with bacteriaeplant interaction (Fig. 2A). These regions
act in trans, and are not transferred to the plant cell. The vir region
contains approximately 35 virulence genes grouped in at least eight
operons (virA, virB, virC, virD, virE, virG, virF and virH). The encoded
virulence proteins have multiple important roles in both the
bacteria and the host cell, where they control T-DNA transfer and
integration [21]. The other region contain genes with a role in opine
uptake and metabolism [16,22]. The T-DNA region is defined
and delimited by highly homologous, directly repeated 25e28 bp

T-DNA border sequences [23,24]. Over the last decade, several
reviews extensively describe all aspects of the A. tumefaciens T-DNA
transfer and integration [2,12,21,25e33]. Therefore, our intention in
this section is to offer an updated condensed picture of the trans-
formation process. A simplified model of the events taking place
during Agrobacterium-mediated transformation of plants is shown
in Fig. 3.

4. Engineering Agrobacterium as tool for transformation.

Soon after the researchers have began to unveil the mystery of
the crown gall disease and to understand the process by which
Agrobacterium transforms its host, its potential as tool in molecular
biology started to be addressed. Meanwhile, in order to become
suitable for laboratory purposes, the Agrobacterium strains used to-
day needed to be engineered from selected wild-type strains. Some
of the natural features of the Ti plasmid had to be completely
removed (e.g. genes responsible for tumor formation and opine
biosynthesis in planta, Fig. 2B), while the characteristics of some
transformation machinery components had to be augmented and
further improved. The foundation for the biotechnological use of
Agrobacterium in genetic transformation lays on the T-DNA struc-
ture and functions. The two 25e28 bp direct repeat borders are the
only cis-acting elements essential for T-DNA transfer, being
required to flank the transferred DNA. In this way the native wild-
type oncogenes and opine synthase genes from the T-DNA can be
replaced by genes of interest [30,42]. As a result, any DNA placed
between the borders will be transferred to the host cell. However,
because the T-DNA is not able to mediate its own transfer, being
only the cargo vehicle, other bacterial features needed to be altered.
The vir genes, residing on the virulence region of the Ti plasmid, are
required for the T-DNA transfer and integration. Altering their
regulation [43] and copy number [44] proved to be useful for
increasing transformation efficiency [42]. Thereby the size of the T-
DNA that can be mobilized into plants could be enlarged [45].
Although induction and expression level of vir genes could be
a limiting step for efficient transformation of some plant species
[42], recent data show that transformation efficiency does not
always correlate with the vir gene expression, suggesting a more
complex correlation [2]. The ability of vir genes to act in trans led to
the development of binary and super-binary transformation
vectors, as a major step toward increasing the range of species that
are amenable to Agrobacterium-mediated transformation [46],
(Fig. 2B, C). Despite these achievements, there are still many
economically important crop species and trees that remain recal-
citrant to Agrobacterium-mediated transformation. Since the
transformation process is a result of a “cooperative project”
between Agrobacterium and its host, much effort is now directed
toward understanding the host’s contribution.

5. . and engineering the host species

The “classical” approach to increase the transformation effi-
ciency in already transformable species, or to “recruit” new hosts,
was either by identifying or engineering highly virulent Agro-
bacterium strains [47] or by optimizing the culture conditions to
provide bacteria with “transformable” host cells [48]. This strategy
has been successful, but has now reached its limits [49].
A complementary approach, consisting in manipulating the host
itself, showed potentially interesting directions to investigate. At
first, identification of Arabidopsis rat (resistant to Agrobacterium
transformation) mutants by a forward genetic screen opened the
way for identification of plant genes involved in the transformation
process [50,51]. Although more than 120 genes have been
acknowledged to play a role in transformation, it was suggested

Fig. 2. Schematic representation of a Ti plasmid (A), and diagrams of a typical binary
vector (B) and a helper plasmid (C) used for transformation.

D.I. P!acurar et al. / Physiological and Molecular Plant Pathology 76 (2011) 76e8178

Tzfira et al., 2004 (Trends in Genetics); Pacurar et al., 2011 (Physiological and Molecular Plant Pathology); Plant Biotechnology (Cap. 3)



Transferência Gênica Mediada por Agrobacterium

[Auxina]

[Citocinina]



Processo de Transferência e Integração

Plant Biotechnology and Agriculture (Cap. 7)

Passo 1 – Reconhecimento de sinal (VirA-VirG) (acetoceringona)

Passo 2 – Ligação de Agrobacterium ao tecido
(indução da região vir)

Passo 3 – Heterodímero VirD2/VirD1 
funciona como ssDNA nuclease

Passo 4 – Complexo-T imaturo (VirD2/ssT-DNA). 
Sistema de excreção VirB/VirD4 para a planta

Passo 5 – Completo-T maduro. T-DNA é
coberto por VirE2

Passo 6 – Passagem para o núcleo

Passo 7 – VIP1 auxilia a integrar na cromatina

Passo 8 – Integração aleatória



Aplicações práticas da transformação mediada por Agrobacterium
- Protocolo transformação

Plant Biotechnology and Agriculture (Cap. 9); Plant Biotechnology (Cap. 3)

- Dependente de espécies

- Razões históricas

- Menor rearranjo genético

- Menor N�cópias

- Protocolo regeneração

2) Co-cultivo com Agrobacterium

3) Eliminar a Agrobacterium com 
antibiótico específico

4) Selecionar por células vegetais
transformadas

5) Regenerar uma planta inteira

1) Identificar um explante adequado



A. rhizogenes
Raiz-em-cabeleira (hairy root)

Plasmídeo Ri

Aplicações práticas da transformação mediada por Agrobacterium

Síntese
Metabolismo



A. rhizogenes
Raiz-em-cabeleira (hairy root)

Plasmídeo Ri

Aplicações práticas da transformação mediada por Agrobacterium



Transformação por infiltração da inflorescência (Floral dip)

Aplicações práticas da transformação mediada por Agrobacterium

Zhang et al., 2006 (Nature Protocols); Plant Biotechnology (Cap. 3)



Aplicações práticas da transformação mediada por Agrobacterium

Zhang et al., 2006 (Nature Protocols); Plant Biotechnology (Cap. 3)



Aplicações práticas da transformação mediada por Agrobacterium

Zhang et al., 2006 (Nature Protocols); Plant Biotechnology (Cap. 3)
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1. Transformação indireta

2. Transformação direta



Transferência Gênica Direta

Métodos Físicos Métodos Químicos

- Biobalística

- Microinjeção de DNA

- Eletroporação de 
protoplastos

- Lipossomos

- Transformação mediada por 
ultrassom

- Microfibrilas de carboneto de silício

- Transferência gênica mediada por 
PEG (polietilenoglicol)

- Coprecipitação com fosfato de 
cálcio

- Transferência gênica mediada por 
dimetilsulfóxido (DMSO)

- Transferência gênica mediada por 
dietilaminoetil-dextran (DEAE dextran)



Transferência Gênica Direta

- Biologia + balística. 1987 – John Sanford

Sanford, 2000 (In Vitro Cell Developmental Biology); Plant Biotechnology (Cap. 3)

Biobalística ou Bombardeamento de Partículas ou Acelerador de partículas

- Razão histórica – cereais (recalcitrância)

- Alto frequencia de rearranjo gênico

- Alto número de cópias (silenciamento)

- DNA coberto com partículas de 
tungstênio ou ouro Ex.: milho Bt (Bacillus thuringiensis) 1988

- Número e tamanho da partícula, 
dano e quantidade de DNA

- Expressão transiente



Transferência Gênica Direta
Biobalística ou Bombardeamento de Partículas ou Acelerador de partículas

PDS-1000/He

Bomba de Vácuo Tanque de Hélio 
Pressurizado



Transferência Gênica Direta

Ligar
Desligar

Vácuo

Aferidor de 
Vácuo

Bombardeador

Aferidor de Pressão de He

Suporte do 
macrocarreador

Suporte de 
Placa de Petri

Tubo de aceleração do gás

Tela de retenção

Membrana de Ruptura

Biobalística ou Bombardeamento de Partículas ou Acelerador de partículas



Transferência Gênica Direta
Biobalística ou Bombardeamento de Partículas ou Acelerador de partículas

Helios Gene Gun System 
(portátil)

A Cell-to-cell Macromolecular Transport Assay in 
Planta Utilizing Biolistic Bombardment

Video



Transferência Gênica Direta
Biobalística ou Bombardeamento de Partículas ou Acelerador de partículas

Eletromicrografia de células 
meristemáticas de feijão

Cultura de tecidos e transformação genética de plantas (EMBRAPA-Vol.2)



Transferência Gênica Direta
Biobalística ou Bombardeamento de Partículas ou Acelerador de partículas


