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Apresentacao

Os métodos classicos de transformacao de plantas tais como

a biobalistica e 0 emprego de Agrobacterium tumefaciens sao
complexos, demorados e exigem mao de obra e laboratorio
especializados para sua execucao. Apesar de serem amplamente
utilizados para producao de plantas transgénicas em culturas
agricolas importantes, esses métodos geram muitas modificacoes
indesejadas no DNA.

O método Floral Dip de transformacao de plantas permite vislumbrar
novas oportunidades para obtencao de plantas transgénicas,
principalmente para as espécies recalcitrantes ao cultivo celular

in vitro. A execugao dessa técnica € muito simples e consiste na
imersao de um conjunto de inflorescéncias em uma solugao contendo
agrobactéria previamente transformada com um gene de interesse.
Essa abordagem apresenta muitas vantagens em relacao aos métodos
tradicionais, destacando-se a eliminacao da necessidade de cultivo

de calos em diferentes meios de cultura, o que reduz o trabalho a ser
executado, previne a ocorréncia de variantes somaclonais e possibilita
a obtencao de um grande numero de plantas transgénicas dentro de
um curto espago de tempo. O sucesso e a popularidade desse método
de transformacao podem ser comprovados pelo alto indice de citagoes

desde sua descricao, no inicio da década de 1990.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe-Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Transformacao Genética de
Plantas pelo Método

Floral Dip

Maria José Vilaca de Vasconcelos’

José Edson Fontes Figueiredo?

Introducao

A transformacao vegetal € um processo de manipulacao
genética pelo qual genes exdgenos sao introduzidos no genoma
das plantas, produzindo plantas transgénicas. Os métodos de
transformacao tradicionais com Agrobacterium tumefaciens ou
biobalistica incluem diferentes etapas, tais como a preparacao
do material genético e construgoes génicas, transformacao das
células ou tecidos, selecao e regeneracao das plantas com o
gene de interesse. Esses métodos de transformacao tém sido
amplamente utilizados para produzir plantas transgénicas

em muitas culturas agricolas importantes, como soja, milho

e algodao. Contudo, esta abordagem € muito demorada e
também requer mao de obra e laboratério especializados

para sua execucao. Além disso, modificagdes indesejadas no
DNA, denominadas mutagcoes de ponto, delecoes e rearranjos
cromossOmicos, geram variagdes somaticas e instabilidade
gendmica, e alteracoes de natureza epigenética, modificando

o padrao bioquimico celular, sao frequentes durante o
desenvolvimento das plantas em razao dos estresses quimicos
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impostos pelas condigcoes inerentes a cultura de tecidos
(KAEPPLER et al., 2000; LABRA et al., 2004; MOHAN, 2001).

O desenvolvimento de um método de transformacao de plantas
que exclui o uso do cultivo de tecidos e a regeneracao de
plantas in vitro reduziria consideravelmente o tempo necessario
para produzir plantas transgénicas e também a ocorréncia de
variacao somaclonal. Nesse documento, descreveremos o
método para transformacao de plantas proposto por Feldmann
e Marks (1987), que excluiu a necessidade de cultura de
tecidos e regeneracao de plantas e sua aplicacao em diferentes
espécies vegetais. Feldmann e Marks cocultivaram plantulas
de Arabidopsis thaliana com Agrobacterium tumefaciens
contendo um plasmideoTi desarmado e um vetor binario, e
surpreendentemente obtiveram linhas transgénicas estaveis,
embora com baixas taxas de transformacao (FELDMANN;
MARKS, 1987). Em 1993, Bechtold e colaboradores infiltraram
flores de Arabidopsis com Agrobacterium e conseguiram
aumentar drasticamente a eficiéncia de transformacao, sendo
essa nova abordagem referida como “método de infiltracao

a vacuo de Agrobacterium” (BECHTOLD et al., 1993). Esses
procedimentos de transformacgao genética foram mais tarde
simplificados e substancialmente melhorados (CLOUGH,;

BENT, 1998). Em uma das versoes modificadas, a infiltracao de
inflorescéncias a vacuo (BECHTOLD et al., 1993) foi substituida
pela utilizacao de um composto tensioativo (Silwet L-77),

que era utilizado na formulacao de alguns pesticidas para
melhorar a absorcao desses quimicos pelos tecidos vegetais.
Nessa abordagem, os botoes florais de Arabidopsis foram
imersos em solucao contendo Agrobacterium, 5% de sacarose
(peso/volume) e 0,01-0,05% de Silwet L-77 (v/v) para facilitar

a absorcao da bactéria pelos gametas femininos da planta



8

Transformacgao Genética de Plantas pelo Método Floral Dip

(DESFEUX et al., 2000; BECHTOLD et al., 2003). Este método
simplificado foi popularmente chamado de método do Floral
Dip.

Em comparacao com os métodos tradicionais de transformacao
dependentes do cultivo de tecidos e regeneracao de plantas,
a transformacao por imersao floral oferece varias vantagens
e abriu novas oportunidades para obtencao de plantas
transgénicas, principalmente naquelas espécies recalcitrantes
as técnicas de cultura de tecidos, como é o caso do sorgo.
Outras vantagens evidentes de Floral Dip consistem do fato
de requerer o minimo de trabalho no manuseio do material
bioldgico, uso de equipamentos relativamente simples, e
exigéncia de poucos reagentes, podendo ser executado com
sucesso mesmo por pessoas nao especializadas. Apesar

da baixa frequéncia de transformacao quando se utiliza o
método Floral Dip, o grande niumero de sementes produzidas
por uma planta da Arabidopsis aumenta a probabilidade de
recuperacao de eventos transgénicos (CHUNG et al., 2000).
Uma planta da Arabidopsis produz milhares de sementes

por autopolinizagcao, e as sementes podem ser germinadas
em placas de Petri, facilitando o escrutinio para selecao das
plantulas transformadas (CHUNG et al., 2000). Floral Dip pode
ser usado para introduzir construcoes genéticas especificas
em Arabidopsis, e também em projetos de transformacao

em larga escala com o objetivo de gerar bibliotecas de linhas
enriquecidas ou de linhas mutantes marcadas porT-DNA.
Finalmente, o método de Floral Dip mantém a estabilidade
gendmica e fisioldgica em plantas transgénicas de A. thaliana,
ao contrario do que é observado em plantas obtidas por
métodos de transformacgao baseados em cultura de tecidos
(LABRA et al., 2004). Esse conjunto de vantagens permitiu
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acelerar os estudos de fungao e expressao génica em
Arabdopsis, que € a planta modelo para estudos de genética
vegetal e cujos resultados podem muitas vezes ser extrapolado
para outras espécies de plantas.

A possibilidade de obtenc¢ao de plantas transgénicas sem

a necessidade de uso da cultura de tecidos provocou uma
verdadeira corrida para reproducao dos resultados obtidos com
Arabdopsis, para outras espécies vegetais que apresentam
sérias limitacoes quanto ao cultivo de tecidos e regeneragao
de plantas in vitro (TRIEU et al., 2000). Apesar de ser ainda
pouco explorada para transformacgao de cereais, a metodologia
Floral Dip é particularmente relevante para a transformacao de
espécies economicamente importantes, como milho, trigo e
sorgo, entre outras. O sucesso e a popularidade desse método
de transformacao sao refletidos no alto indice de citagao

desde sua descricao (BASTAKI; CULLIS, 2014; JAN et al., 2016;
MARTINS et al., 2015; MOISEEVA et al., 2014; MU et al., 2012;
NASERI et al., 2012; NIAZIAN et al., 2017; ZALE et al., 2009).

Descricao daTécnica de Floral Dip

Nas ultimas décadas, os esforgos de varios laboratorios
resultaram no desenvolvimento de métodos para a
transformacao de A. thaliana mediada por A. tumefaciens.
Entre estes, o método do Floral Dip € o protocolo mais facil e
amplamente utilizado para a producao de plantas transgénicas
de Arabidopsis. Neste método, a transformacao genética

é realizada simplesmente mergulhando as inflorescéncias

de Arabidopsis durante alguns segundos em solucao de
suspencao de células contendo Agrobacterium portadora dos
genes a serem transferidos. As plantas tratadas podem produzir
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sementes geneticamente transformadas rotineiramente em
aproximadamente trés meses (ZHANG et al., 2006).

Resumidamente, em Arabidopsis, a técnica de Floral Dip
envolve a germinagcao de sementes em pequenos vasos
cobertos com uma tela para evitar a perda de solo ao inverter

a planta no momento da infiltracao; o desenvolvimento da
planta até a floracao; a infiltragao das plantas utilizando uma
suspensao de células de Agrobacterium; o amadurecimento

da planta até colheita das sementes algumas semanas depois;
e pesquisa de transformantes primarios em meio contendo
agente seletivo apropriado, normalmente um antibiético ou um
herbicida (Figura 1).

Figura 1. Representacao esquematica do método de
transformacao Floral Dip. A - Planta no estadio de
florescimento; B - Inversao da planta em recipiente contendo
Agrobacterium tumefaciens, 5% sacarose e surfactante Silwet
L-77 (500 uL/L); C - Cobertura da planta com sacola plastica para
manter a umidade; D - Desenvolvimento da planta em estufa;

E - Amadurecimento da planta para coleta de sementes; F -
Selecao primaria das plantas transgénicas.

O uso de surfactante e sacarose é imprescindivel para o
sucesso do procedimento (CLOUGH; BENT, 1998; DEHESTANI
et al., 2010), e a cobertura das plantas, por 24 horas apds o
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tratamento, mantém a umidade e aumenta em duas vezes
o numero de transformantes. A repeticao do tratamento
com Agrobactéria também aumenta o numero de plantas
transformadas.

Exemplos de Plantas
Transformadas Geneticamente
Utilizando Floral Dip

Nos ultimos anos, a transformagao genética tornou-se

uma ferramenta importante para estudos dos padroes de
heranca genética, identificacao de genes e suas fungoes,

e melhoramento de microrganismos e plantas (MARTIN,
1998; RAMACHANDRAN; SUNDARESAN, 2001; BENNETZEN,
2002). Contudo, esse método nao se mostrou eficiente para
varias espécies vegetais, muitas delas de grande importancia
econdmica, em decorréncia de varios fatores tais como as
limitacoes dos métodos disponiveis para a transformacgodes
(Agrobactéria, biobalistica e eletroporacao, entre outros), e as
dificuldades para estabelecimento de protocolos eficientes para
o cultivo de células e regeneracao das plantas in vitro.

A partir de 1987, com o desenvolvimento do método Floral Dip
para transformacao genética que dispensa a necessidade da
cultura de tecidos e a regeneracao de plantas (FELDMANN;
MARKS, 1987), e as modificagdes posteriores que aumentaram
a eficiéncia do procedimento (BECHTOLD et al., 1993), essa
metodologia se estabeleceu como o método preferido

para transformacao de Arabidopsis (BENT, 2006) e também
como a Unica alternativa para as espécies que se mostram
recalcitrantes ao cultivo de tecidos in vitro. Utilizando protocolo
semelhante, Curtis e Nam (2001) relataram a producao de
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rabanete transgénico (Raphanus sativus L. longipinnatus Bailey)
com otima eficiéncia de transformacao. Além disso, o método
de transformacao Floral Dip, incluindo a infiltracao in situ, foi
utilizado com sucesso para produzir plantas transgénicas de
couve chinesa, Brassica rapa (CAQ et al., 2000), Arabidopsis
lasiocarpa (TAGUE, 2001) e canola, Brassica napus (WANG

et al., 2003). Esses resultados confirmaram a utilidade desse
método para além da espécie Arabidopsis thaliana, embora
atualmente ela ainda seja mais utilizada na familia Brassicaceae
(HERRERA-ESTRELLA et al., 2005).

Em 2000, Trieu e colaboradores descreveram resultados muito
promissores sobre o emprego do método de infiltracao Floral
Dip em Medicago truncatula, uma leguminosa da familia
Fabaceae (TRIEU et al., 2000). Apds o sucesso de transformacao
com dicotiledéneas essa metodologia comecou a se expandir
para outras espécies como monocotiledoneas. Bastaki e

Cullis (2014) relataram a transformacao de linho (Linum
usitatissimum, familia Linaceae) por Floral Dip. A maior taxa
de transformacao com Floral Dip, comparado com os métodos
disponiveis de transformacao genética de linho, possibilitou
acelerar a geracao de plantas transgénicas incorporando
caracteristicas comerciais desejaveis nessa espécie.

Utilizando-se das tecnologias das meganucleases como

a “Zinc Finger Nucleases” (ZFNs), em que enzimas de
restricao artificiais sao projetadas para induzir quebras em
locais especificos da cadeia dupla do DNA e promoverem
religacoes dessas fitas, resultando em mutagénese no local

ou recombinagcao homologa, plantas de Arabidopsis foram
transformadas geneticamente por imersao superficial mediada
por Agrobacterium, com a integracao do transgene de forma
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estavel no genoma e na heranga mendeliana do carater

nos descendentes (PATER et al., 2009). Esses resultados
demonstraram que a técnica de Floral Dip associada com
engenharia de precisao, como ZFNs, TALENS e CRISp-Cas9,
pode ser usada eficientemente em Arabidopsis, bem como em
outras espécies vegetais.

Uso de Flora Dip no Melhoramento
de Cereais

Em 2006, Chumakov e colaboradores empregaram o método
Floral Dip para transformacgao de milho por imersao dos pistilos
em uma suspensao de Agrobacterium carregando o gene vir
ativado (CHUMAKOV et al., 2006). O tratamento foi realizado em
condicoes de campo, durante a fase de florescimento, seguido
de polinizagao com polen de plantas da mesma cultivar.

A analise por PCR das plantulas resistentes a canamicina
mostrou que 60,3% das plantas eram positivas para o gene vir,
o que correspondeu a 6,8% de todas as plantulas geradas no
experimento.

Em 2009, foram publicados os resultados do uso de Floral

Dip em trigo (ZALE et al., 2009). As plantas transformadas
apresentaram baixo numero de copias dos transgenes, e
segregacao mendeliana emT2. A transmissao estavel dos
transgenes por varias geracoes ficou demonstrada por
Southern blot, e a expressao dos transgenes em geracoes
avancadas foi verificada por transcrigao reversa e ELISA para
expressao da proteina NPTIl (neomycin phosphotransferase Il).

Em 2012, Mu e colaboradores relataram a transformacao, no
campo, de linhagens-elite de milho utilizando inflorescéncia

13
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feminina. Nesse estudo, plantas transgénicas expressando

GFP foram obtidas utilizando a inflorescéncia feminina de

5-10 cm (MU et al., 2012). O sucesso da utilizacao de Floral

Dip em milho com alta eficiéncia de transformacao genética
podera acelerar os trabalhos de pesquisas em estudos

de funcao génica e também para o desenvolvimento de

plantas geneticamente modificadas para uso comercial.

Outro exemplo de uso dessa tecnologia foi apresentado por
Rod-in et al. (2014), para a transformacao genética de arroz
(Oryza sativa L.). Os autores utilizaram A. tumefaciens contendo
o vetor binario PCAMBIA1304 com o gene gusA para infectar

as inflorescéncias. As pontas das inflorescéncias de arroz

foram cocultivadas com suspensao de Agrobacterium, e os
resultados mostraram uma eficiéncia de transformacao de
12,73% (ROD-IN et al., 2014). Esses resultados mostraram que
Floral Dip consiste em poderosa ferramenta para obtencao de
plantas transformadas de arroz sem a necessidade de cultura de
tecidos.

Em 2012, Peng e colaboradores empregaram Floral Dip para
transformar 22 linhagens-elite de sorgo visando obter plantas
resistentes a podridao-do-colmo, doenga causada por diferentes
espécies da ordem Lepdoptera (Busseola fusca, Chilo partellus,
Chilo orichalcociliellus e Sesamia calamistis) (PENG et al.,
2012). Paniculas no estadio inicial de florescimento foram
imersas em suspensao de Agrobacterium (linhagem AG10)
carregando o vetor binario pCAMBIA1300 contendo o gne
marcador bar e o gene Cry1Ac. Um total de 2.125 sementes
foram obtidas e, apds a germinacao, as plantulas foram
tratadas com o herbicida Basta na concentracao de 0,05-0,1%
(v/v) para selecionar possiveis eventos de transformacao. Duas
plantas foram selecionadas, correspondendo a uma frequéncia
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de transformacao igual a 0,094% (numero dr transformantes /
numero de plantulasT,). Embora a eficiéncia de transformacéo
tenha sido baixa, essa metodologia representa um grande
avancgo para obtencao de plantas de sorgo transformadas, pois
nao requer o emprego de técnicas de cultura de tecidos. Além
disso, o emprego de Floral Dip para obtencao de transgénicos
reduz o tempo e os recursos gastos para transformacao de
sorgo por métodos convencionais de transformacao, como a
biobalistica ou Agrobacterium.

O método Floral Dip de transformacao por imersao de
inflorescéncias de milho em suspensao de Agrobacterium foi
empregado por Mu et al. (2012). Os autores observaram que as
condigoes ideiais para transformacao do milho consistiam em
pistilos cujos tamanhos variavam entre 5-10 cm e concentracao
de Agrobacterium DO, = 1.0. Grande numero de pontos verdes
correspondendo a expressao de gene GFP (Green Fluorescent
Protein) foram observados nas sementes da geracéoT,
indicando que a construcao T-DNA-gfp havia sido integrada

e expressa no genoma da planta hospedeira. A selecao por
higromicina e PCR para identificacao do gene hpt exdgeno
mostrou que 3,3% das plantulas produzidas eram positivas para
a transformacao (MU et al., 2012).

Moiseeva et al. (2014) também empregaram Floral Dip para
transformacao direta de pistilos jovens de milho. Os autores
conseguiram transferir um fragmento antisenso do primeiro
exon do gene da prolina desidrogenase (ASPG) de arabidopsis
(Arabidopsis thaliana L.) para o genoma do milho utilizando
Agrobacterium tumefaciens (linhagem LBA4404-pBi2E),
carregando o vetor binario pBi2E engenheirado contendo o
gene marcador (nptll, gus) e a construcao ASPG. A analise
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por PCR do DNA total de 409 plantas diploides da geracao F1
resistentes a canamicina confirmou a inser¢ao doT-DNA no
genoma de 30 plantas (1,2% de 2409 plantulas examinadas),

e a analise da supressao da expressao de ASPG, feita por
métodos colorimétricos, revelou um aumento de 4,5 vezes

na concentracao de prolina livre nos tecidos da folhas das
plantas transformadas, quando comparadas com o controle nao
transformado.

Conclusao

O desenvolvimento de tecnologias que permitem a introducao
e a expressao de genes exdgenos em células vegetais tem

se multiplicado nas ultimas décadas. A produgao de plantas
transgénicas com resisténcia a insetos e doencas, tolerancia a
herbicidas, sementes e frutos com melhor qualidade nutricional
e plantas melhores adaptadas a condicdes ambientais adversas
tornou-se realidade. Vacinas contra doencas humanas e

outros produtos importantes também foram desenvolvidas
usando plantas transgénicas. Contudo, muitas caracteristicas
agron6micas e de qualidade projetadas em laboratérios
académicos e industriais tiveram suas aplicagoes limitadas pela
falta de processos mais eficientes de transformacao genética
de plantas. Floral Dip € uma técnica simples e efetiva que

pode ter destague na producao e comercializacao de culturas
transgénicas, mas ainda muito pouco explorada em cereais.
Nao obstante, o método Floral Dip mediado por agrobactéria
mostrou-se efetivo para transformacao de cereais e deveria ser
adotado como método de rotina para transformacao do milho
e do sorgo, juntamente com os métodos tradicionais usando
agrobactéria e biobalistica. Particularmente no caso do sorgo,
que entre os cereais é considerada a espécie mais recalcitrante
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para respostas in vitro, maior atencao deveria ser direcionada
ao uso de Floral Dip para transformacao dessa espécie.
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