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RESUMO

O estresse hidrico € uma das causas da queda na produtividade da cana-de-
agucar e impede a expansdo da cultura para areas com chuvas irregulares e sem
irrigacao. Para mitigar os danos causados pelo estresse, a transformagao genética
pode ser uma grande aliada, pois viabiliza a inser¢do de um gene externo no DNA
vegetal. O gene P5CS de Vigna aconitifolia tem sido inserido em diferentes espécies
para incremento no teor de prolina visando o efeito osmoprotetor e osmoregulador.
Assim, o objetivo deste trabalho foi a integragdo do plasmideo pJS107, contendo o
gene P5CS e o gene bar como gene de selegédo, em cana-de-agucar por biobalistica.
Para isso, foram desenvolvidos protocolos de embiogénese somatica para as
variedades RB036088, RB036066 e RB036091. Foram realizados 5 tratamentos com
concentragdes de 2,4-D (0, 1, 3, 9, 18 uM) para inducéo de calos e 3 tipos de explantes
(porgao apical, mediana e basal do segmento meristematico de folhas imaturas). A
multiplicacdo dos calos foi realizada no mesmo meio de cultura da inducéo e a
conversdao em meio de cultura MS sem adi¢do de reguladores. A multiplicagdo das
plantas foi realizada utilizando meio MS com adicéo de 0,88 uM de BAP e 0,46 uM de
KIN e no enraizamento testou-se os meios MS, MS com metade dos sais, MS com
adigao de 70 g L' de sacarose e MS acrescido de 2,46 uM AIB, também foi avaliada
a taxa de sobrevivéncia na aclimatizagao. As concentracdes mais recomendadas para
inducao e posterior conversao de calos foi de 3 yM de 2,4-D para as variedades
RB036091, RB036066 e 9 pM de 2,4-D RB036088. Para o enraizamento e
sobrevivéncia na aclimatizagdo o meio MS com 70g L' de sacarose para as
variedades RB036088 e RB036091 e o MS meia for¢a para a variedade RB036066
foram os mais adequados. Com os resultados, a variedade RB036088 foi escolhida
para ser utilizada nos testes de transformag¢ao. Por meio da biobalistica, embrides
somaticos foram transformados, com microparticulas de tungsténio e pressao de
ruptura de 1.200 psi. A eficiéncia da transformacdo, considerando os putativos
selecionados em meio seletivo, foi de 3%. Foram obtidos eventos, confirmados por
PCR pela amplificagdo gene de selegao bar. Porém, eles ndo apresentaram sinal de
expressao do gene bar na PCR em tempo real e ndo houve biossintese de prolina
superior ao controle negativo quando os eventos foram expostos, in vitro, a situagéo
de estresse (-0,9 Mpa). O método utilizado para transformagdo dos embrides foi
eficiente, porém o conteudo de prolina nos eventos foi inferior ao esperado.

Palavras-chave: Saccharum spp., Prolina, P5CS, Calos embriogénicos, Biobalistica



ABSTRACT

The drought stress is one the cause for low productivity in sugarcane and
prevent the culture expansion for regions with irregular rainfalls and water limited
environment. To mitigate damage caused by drought stress, the genetic transformation
can be a great ally, because it viabilize the insertion of an external gene into plant DNA.
The P5CS gene of Vigna aconitifolia has been inserted in different species to increase
the proline content, aiming at the osmoprotective and osmoregulatory effect.
Therefore, the objective of this work was the integration of pJS107 plasmid, containing
the P5CS gene and the bar gene as selection gene, in sugarcane by biolistic. For that,
they was developed somatic embryogenesis protocols for cultivars RB036088,
RB036066 e RB036091. Five treatments with different concentrations of 2.4-D (0, 1,
3, 9, 18 yM) for callus induction and 3 types of explants (apical, median and basal
portion of the meristematic segment of immatture leaves) were performed. The
multiplication of callus was performed in the same culture medium of induction and the
conversion on MS culture medium without addition of regulators. The multiplication of
plants was performed using MS medium with addition of 0.88 uM of BAP and 0.46 yM
of KIN and it was tested for the rooting, MS medium, MS with half of the salts, MS with
addition of 70 g L' of sucrose and MS plus 2.46 uM of AIB, the survival rate in
acclimatization was also evaluated. The most recommended concentrations for
induction and subsequent callus conversion were 3 uM of 2.4-D for cultivars
RB036091, RB036066 and 9 uyM of 2.4-D for RB036088. For rooting and survival in
acclimatization, the MS medium with 70 g L' sucrose for cultivars RB036088 and
RB036091 and half-strength MS for cultivar RB036066 were the most suitable. With
these results, the variety RB036088 was chosen to be used in the transformation tests.
Through biolistic, somatic embryo were transformed, with tungsten microparticles and
burst pressure of 1,200 psi. The transformation efficiency, considering the putatives
selected in selective medium, was 3%. They were obtained events, confirmed by PCR
through selection gene bar amplification. However, they do not presented the gene bar
expression signal on real time PCR and there was not proline biosynthesis superior of
negative control when the events were exposed, in vitro, to stress situation (-0.9 Mpa).
The method used for embryo transformation was efficient, however the quantity of
proline in the events was less than expected.

Keywords: Saccharum spp., Proline, P5CS, Embryogenic callus, Biolistics
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13

1 INTRODUGAO

A cana-de-agucar € uma cultura milenar e sempre foi considerada de grande
valor por gerar subprodutos importantes, como o agucar. No Brasil ela ocupa local de
destaque na balanga comercial. A exportagdo apenas de agucar, proveniente da cana,
gerou um faturamento de 4,4 bilhées de ddélares no ano de 2019 levando o pais a
continuar na lideranga de produgao de cana e derivados (COMEXSTAT, 2020).

A éarea plantada de cana-de-agucar no Brasil somou mais de 8 milhdes de
hectares, representando uma producao de 642 milhdes de toneladas de cana colhida
na safra 2019/2020 (CONAB, 2020b). Ainda segundo os dados da CONAB, a safra
2019/2020 teve um crescimento de 3,6% em relacéo a safra anterior. E importante
ressaltar que a area colhida foi menor do que a da safra de 2018/2019, com uma
reducao de 1,7%, ou seja, a produtividade foi superior.

A queda na produtividade da safra 2018/2019 foi um reflexo das alteragdes
climaticas durante o ano de 2018 e inicio de 2019 nas principais regides produtoras.
Os baixos indices pluviométricos no inicio do ciclo atrasaram o crescimento das
plantas e a estiagem prolongada ao final do ciclo antecipou a colheita, as plantas
foram colhidas com ciclo de maturagdo mais curto e menor peso que o desejado,
resultando em menor rendimento (CONAB, 2018).

Além da queda na produtividade, o déficit hidrico impede a expansé&o da cultura
para novas areas que apresentem longos periodos de estiagem ou irregularidade de
chuvas (MARIN; NASSIF, 2013). Estes motivos evidenciam a necessidade da selecéo
de variedades mais tolerantes ao estresse hidrico.

Estudos sobre este assunto tém sido desenvolvidas ao longo dos anos, com os
pesquisadores buscando entender como a cana-de-agucar se comporta em
ambientes de estresse. Khonghintaisong et al. (2018) observaram que plantas de
cana, tolerantes a seca, aumentaram a razao raiz/parte aérea e alteraram a particao
dos assimilados como forma de manter a biomassa das plantas. Ja Batista et al.
(2015), evidenciaram que o estresse hidrico moderado (-60 kPa) promoveu redugdes
severas nas taxas de elongacéo do colmo para as variedades RB867515, RB928064,
RB855453 e RB92579. Seguindo a mesma linha, Araujo et al. (2016), demostraram
que o déficit hidrico de 37,76 mm parece ser o limite critico da falta de agua no solo,
a partir disso a produtividade de colmos comecga a ser afetada. Outra linha, séo os

trabalhos que buscam aumentar a tolerancia das plantas como, Dinh et al. (2017)
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sugerem que a maior eficiéncia do uso do nitrogénio pode auxiliar na tolerancia ao
estresse hidrico, e Aguiar et al. (2016) constataram que o uso de acidos humicos e
bactérias diazotréficas auxiliam na recuperagao do estresse hidrico e induzem a
preservagao do potencial hidrico (¥), respectivamente.

As pesquisas para compreensao dos efeitos do estresse hidrico e formas de
aumentar a tolerancia auxiliam no manejo da cultura para superar os periodos de
estiagem. Porém, nao resolve o problema, por isso os programas de melhoramento
continuam na busca por variedades tolerantes ao estresse por meio de cruzamentos
e transformacéo genética.

O melhoramento tem como ferramenta a transformagao genética, que permite
a insercao de um gene externo ao genoma da planta. Em cana-de-agucar os genes
AVP1 (KUMAR et al., 2014), DREB2A CA (REIS et al., 2014), PDH45 (AUGUSTINE
et al., 2015a), HSP70 (AUGUSTINE et al., 2015b) e P5CS (JAIN et al., 2015) sado
alguns dos que ja foram inseridos com sucesso para aumento da tolerancia ao déficit
hidrico. Cada um destes genes atua de forma diferente no incremento da tolerancia
ao estresse hidrico. O gene P5CS, por exemplo, atua na biossintese de prolina,
molécula que inibe o acumulo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) nas células,
diminuindo assim as consequéncias da falta de agua. O acumulo de prolina em cana-
de-acgucar é um dos indicadores eficazes na selecao de variedades tolerantes a seca
(JAIN et al., 2015; MOLINARI et al., 2006).

O Brasil ja aprovou quatro variedades transgénicas para plantio comercial
(CTC9003BT, CTC9001BT, CTC515BT, CTC20BT) e a area plantada, em 2019 ,foi
de aproximadamente 18.000 hectares. Além do Brasil, a Indonésia também possui
2.000 hectares de cana-de-agucar transgénica (NXI-4T) tolerante ao estresse hidrico,
liberada para plantio comercial pelo Ministério da Agricultura da Indonésia em 2018
(ISAAA, 2019; LAJOLO; YOKOYAMA; CHEAVEGATTI GIANOTTO, 2021; CTC,
2021).

Para o éxito da transformagao genética diversos sédo os fatores envolvidos
como, gendtipo da planta, método de transformagao, vetor utilizado, condi¢cbes de
cultivo, explante escolhido e dominio das técnicas utilizadas (KRISHNAN; MOHAN,
2014; FERREIRA et al., 2017). Em cana-de-agucar, a embriogénese somatica é uma
das formas de viabilizar a inser¢do de um novo gene nas plantas (LAKSHMANAN et
al., 2005). O uso de massas embriogénicas, de cana-de-agucar, ttm se mostrado

eficiente para transferéncia de genes, selecao e regeneragao de plantas transgénicas



15

e €& uma das formas preferencialmente utilizadas, tanto para o método de
bombardeamento de microparticulas quanto por Agrobacterium tumefaciens
(BASNAYAKE et al., 2011; JOYCE et al., 2010).

As duas técnicas de transformacgao sao eficientes, porém a mais utilizada para
cana-de-agucar € a biobalistica. Por se tratar de uma monocotiledénea a A.
tumefaciens tem pouca afinidade pela cultura. A transformagao por bombardeamento
é eficiente e largamente utilizada, além de ser capaz de produzir varios eventos
transgénicos por tiro (BOWER., et al., 1992; BASNAYAKE et al., 2011).

Assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de protocolos de
embriogénese somatica para as variedades RB036088, RB036091 e RB036066 e a
integracao do gene P5CS na variedade RB036088 por meio da biobalistica.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-acucar é uma importante fonte de alimentos e energia. Ela compde
a economia de varios paises, como Brasil, india e Tailandia, é fonte de matéria prima
para agucar, etanol e outros derivados, além de ser responsavel por gerar empregos
diretos e indiretos (MOORE et al., 2014; OECD/FAO, 2019).

Originaria de ambientes tropicais, a cana-de-agucar se adaptou muito bem ao
clima do Brasil, tornando o pais o maior produtor mundial da cultura, seguido por india,
China e Tailandia (FAOSTAT, 2020). A tradicdo brasileira no cultivo da cana-de-
agucar € muito antiga, os primeiros engenhos registrados sao datados de 1.530 e
desde entdo houve uma grande expansdo do seu cultivo (BRAIBANTE, 2013).
Atualmente, a area plantada é de 8.442 mil hectares e a produtividade média é de 76
ton ha-'. A sua facil adaptagéo a diferentes ambientes proporcionou o seu cultivo em
20 dos 27 estados brasileiros (CONAB, 2020a).

A cana-de-acucar é capaz de sintetizar, transportar e acumular altas
concentracdes de agucar em seus colmos, é reconhecida como uma das culturas mais
eficientes do mundo na conversdo de energia solar em energia quimica como
sacarose e biomassa (MOORE et al., 2014; RAE et al., 2014). Por possuir
metabolismo C4, € uma planta que apresenta elevada taxa fotossintética e é eficiente
na utilizagdo do gas-carbonico (MARIN; NASSIF, 2013).
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Graminea, semi-perene, pertencente a familia Poaceae, a cana-de-agucar € do
género Saccharum L., que abrange as espécies S. spontaneum L., S. robustum, S.
officinarum L., S. barberi, S. sinensis, S. edule (MOORE et al., 2014, CARVALHO;
FURTADO, 2013). As canas cultivadas atualmente sao hibridos interespecificos entre
Saccharum officinarum L. e S. spontaneum L. (AMARAL et al., 2015). O complexo
Saccharum é composto pelos géneros Saccharum, Erianthus, Miscanthus, Narenga e
Sclerostachya todos com origem comum, intercruzaveis, com altos niveis de ploidia e
frequente desbalango de cromossomos (aneuploidias), caracterizando um genoma
altamente complexo, com numero poliploide de cromossomos variando de 70 a 120
(D’HONT et al.,1996; LAKSHMANAN et al., 2005; AMARAL et al., 2015).

Por apresentar um genoma altamente complexo, o melhoramento genético nao
é simples, levando em média de 10 a 15 anos para liberacdo de uma nova variedade
no mercado (LAKSHMANAN et al., 2005; MORAIS et al., 2015). Para a selecao de
clones, caracteristicas como: produtividade, resisténcia a pragas e doencas, época de
maturagao, despalha, adaptabilidade e tolerancia a estresses abiodticos sao avaliadas
e desejadas (MORAIS et al., 2015).

Variedades com adaptabilidade e tolerancia/resisténcia a estresses abioticos
sdo almejadas, uma vez que possibilitam a expanséo do cultivo para areas marginais,
ampliando assim a produgao de cana-de-agucar no pais (CARVALHO; FURTADO,
2013; CAl et al., 2015).

2.2. ESTRESSES ABIOTICOS

As condic¢des ideais de crescimento de uma planta variam de acordo com cada
espécie, elas sado definidas como as que permitem o crescimento e o maximo potencial
reprodutivo. Porém, muitas vezes, as plantas sao cultivadas em ambientes adversos
com restricbes ou superexposi¢coes (de agua, luz, nutrientes, temperatura, entre
outros), os chamados estresses abidticos (TAIZ et al., 2017).

O estresse abidtico, quando persistente e ou severo, leva a danos as culturas,
perda de produtividade, atraso no crescimento e até a morte das plantas (MITTLER,
2006; OECD/FAO, 2019). Eventos extremos como seca e alagamentos acarretaram
perdas de até 50% em culturas do Canada. Nos Estados Unidos estresses abioticos
levaram a perdas de 2,085 trilhdes de dolares entre os anos de 1980 e 2021. No Brasil

os eventos extremos, de 2010 a 2018, somaram mais de 306 mil coberturas deferidas
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pelo Programa de Garantia da Atividade Agropecuaria (Proagro) (LAMAQUI et al.,
2018; CARVALHO et al, 2020; NOAA, 2021).

Dentre os estresses abidticos, o hidrico € um dos principais, sendo responsavel
por grandes perdas na agricultura. A seca histérica dos Estados Unidos no ano de
2012, causou perdas de 30 bilhdes de ddlares. A cultura do sorgo teve perdas de mais
de 20% da safra (RIPPEY, 2015; NOAA, 2021). No Brasil os eventos de seca foram
responsaveis por 54% das indenizagdes pagas por seguro rural entre os anos de 2006
a 2021 somando mais de 3 bilhdes de reais (MAPA, 2021).

Devido ao impacto socioecondmico do estresse hidrico, estudos na area séo
de grande importéncia, para ajudar a mitigar os seus efeitos, uma vez que as
projecdes sédo de escassez de agua e aumento na temperatura para os préoximos anos
(IPCC, 2018).

2.2.1. ESTRESSE HIDRICO EM CANA-DE-ACUCAR

A agua tem papel crucial nos processos fisiolégicos das plantas. Processos
como fotossintese, respiragdo e crescimento estdo intimamente ligados a
disponibilidade hidrica nas folhas (HSIAO, 1973). As respostas fisiologicas e
morfologicas das plantas a baixa disponibilidade hidrica vao depender da variedade,
da duragéo (rapido ou gradual) e da intensidade do estresse (FERREIRA et al., 2017).

O impacto da restricdo hidrica severa afeta a cana-de-agucar como um todo
(FIGURA 1), porém a sensibilidade vai variar de acordo o estagio de desenvolvimento
da planta. As fases fenolégicas sao divididas em quatro: germinacgao, perfilhamento,
crescimento vegetativo e maturagédo (DOORENBOS; KASSAM, 1979; AUDE, 1993).
As fases mais sensiveis ao estresse hidrico sdo perfilhamento e crescimento
vegetativo (DOORENBOS; KASSAM, 1979; INMAN-BAMBER; SMITH, 2005;
RODRIGUES et al., 2012). Porém, quando ha seca no periodo de brotagao, a emissao
de raizes fica prejudicada e pode ocorrer morte das gemas, causando falhas no
campo, além disso o ataque de pragas pode ser potencializado (CASA GRANDE;
VASCONCELOS, 2008; LAKSHMANAN; ROBINSON, 2014).

A formagao de um bom sistema radicular eleva as chances da cana-de-agucar
sobreviver a periodos criticos de seca, ja que, a elas cabe o papel de absorgédo de
agua (LAKSHMANAN; ROBINSON, 2014). Elas também sao responsaveis pela
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percepc¢ao da limitagao hidrica. Quando acontece, o sistema radicular envia sinais que
irdo desencadear mudancas, na concentracao de reguladores, pH e distribuicao ibnica
(RODRIGUES et al., 2012). Estes sinais alteram as concentragdes de acido abscisico
(ABA) que se elevam e provocam o fechamento estomatico (RODRIGUES et al., 2011;
TAIZ et al., 2017). Este processo foi evidenciado em cana-de-agucar na avaliagédo da
expressao génica durante o estresse hidrico. Foi demonstrado a presenca de duas
proteinas ABA-induzivel durante a restricdo hidrica na variedade SP83-2847
(RODRIGUES et al., 2011).

FIGURA 1 - ESQUEMA DOS MECANISMOS EM RESPOSTA A SECA NA CANA-DE-AGUCAR

RESISTENCIA A SECA EM CANA-DE-ACUCAR

MECANISMOS DE MECANISMOS DE
TOLERANCIA DEFESA
Aumento ho conteldo : Reducdo da
de clorofila N ‘ p——— condutincia
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Enrolamento e
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Manutencdo da . .
clorofila e crescimento . Redicione
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Ajuste osmédtico \ -
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Raizes maiores eimais profundas

FONTE: Adaptado de FERREIRA et al., 2017

Além disso, o ABA é responsavel por um aumento marcante na razao raiz:parte
aérea (TAIZ et al., 2017). Em trabalho realizado por Khonghintaisong et al. (2017) foi
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demonstrado que em situacéo de estresse hidrico a cana-de-agucar segue a mesma
tendéncia, com aumento da razao raizes:parte aérea e alteracdo da particdo dos
assimilados como forma de manter a biomassa das plantas. Battie Laclau e Laclau
(2009) avaliaram a diferenca do desenvolvimento radicular de cana-de-acgucar,
variedade RB72454, em sequeiro e cultivo irrigado. Foi observado um aumento de
49% de intercessdes radiculares e uma distribuicdo mais homogénea das raizes no
cultivo de sequeiro do que no irrigado. Também foi observado que a profundidade
maxima das raizes foi de 4,70 m e 4,25 m para os cultivos em sequeiro e irrigado,
respectivamente, 332 dias apos o plantio.

Com o fechamento estomatico as trocas gasosas sao reduzidas, a fotossintese
é afetada e ha reducao da expansao celular (TAIZ et al., 2017). Assim, o alongamento
dos colmos de cana-de-agucar é prejudicado, esta é a alteragdo morfolégica mais
sensivel da cultura. Ha, também, enrolamento foliar e limitagao na producao de folhas
novas (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; LAKSHMANAN; ROBINSON, 2014;
FERREIRA et al.,, 2017). Como foi demonstrado por Batista et al. (2015), que
apontaram redugdes de 60% nas taxas de elongagéo do colmo para as variedades
RB867515, RB928064, RB855453 e RB92579 em estresse hidrico moderado (-60
kPa). Machado et al. (2009) observaram uma reduc¢do 25% na quantidade de folhas
verdes decorrente do estresse hidrico para as variedades de cana-de-acucar IACSP
94-2094 e IACSP 96-2042.

A reducgéo da taxa fotossintética e consequente diminuigdo da elongagéo do
colmo prejudicam a produtividade da cultura (LAKSHMANAN; ROBINSON, 2014). Isto
porqué, o comprimento dos internddios e altura das plantas sdo mais sensiveis ao
estresse hidrico do que o didametro dos colmos. As plantas com internddios longos e
produtivos melhoram o desempenho industrial da cana-de-agucar no beneficiamento
(DOORENBOS; KASSAM, 1979; PIRES; ARRUDA; SAKI, 2008).

Ademais, a baixa umidade do solo pode desencadear a maturagao precoce da
cana-de-agucar (KEATING et al., 1999). As plantas aceleram o ciclo e iniciam o
processo de translocagédo de agucares para os 6rgaos de armazenamento antes do
previsto (KEATING et al.,, 1999; MARAFRON, 2012). Deste modo, a colheita é
realizada com baixo crescimento, internédios curtos e falta de peso dos colmos,
acarretando em perdas de produtividade. Assim como ocorreu na safra 2018/2019,
com a irregularidade de chuvas a colheita no Sudeste foi antecipada devido a

maturagao precoce e gerou perdas de mais de 21 milhdes toneladas (CONAB, 2018).
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Prevendo perdas de grande magnitude, a Australia irriga ~60% dos cultivos de cana-
de-aglicar e mesmo assim tem custos de A$ 260 milhdes por ano com perdas na
producao causadas pelo estresse hidrico o que impde limitagcdes na expansao da
cultura no pais (BASBAYAKE et al., 2012; INMAN-BAMBER et al., 2012).

O impacto do estresse hidrico na cana-de-agucar gera grandes prejuizos
econdmicos, visto que, a agua esta diretamente relacionada ao acumulo de sacarose,
uma vez que a razao da conversao de agua presente no colmo para gerar sacarose €
de 1:1 (KEATING et al., 1999). Desta forma, entender os meios de defesa das plantas
e investir no melhoramento genético visando obter variedades tolerantes ao estresse

hidrico é indispensavel nos programas de melhoramento.

2.2.2. MECANISMOS DE DEFESA E ACLIMATACAO AO DEFICIT HIDRICO

As plantas possuem diferentes mecanismos de prevencdo, adaptacado e
tolerancia a seca. Em condicbes adversas elas sao capazes de otimizar os processos
fisioldgicos, ativar genes responsivos ao estresse e sintetizar diversas proteinas
funcionais para superar o periodo critico (YOU; CHAN, 2015; BASU et al., 2016). As
palavras resisténcia e tolerancia costumam ser utilizadas como sinbnimos, porém nao
ha resisténcia absoluta ao estresse hidrico sem prejuizo ao crescimento ou a outras
fungdes de qualquer planta ou cultura (FERREIRA et al., 2017).

Os transtornos causados no metabolismo vegetal pelo estresse abidtico
originam grupos intermediarios toxicos, o mais comum € o das espécies reativas ao
oxigénio (EROS) como, superdxido (Oz), oxigénio singleto ('02), peroxido de
hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH") (TAIZ et al. 2017; KAUR; ASTHIR, 2020).
Em condicbes de crescimento as EROS sado produzidas em baixo nivel por
mitocdndrias, cloroplastos e peroxissomos. Porém, quando ha alguma alteragao nas
rotas metabdlicas, elétrons de alta energia s&do transferidos para o oxigénio molecular
formando as EROS em quantidade excessiva (MILLER et al., 2010; YOU; CHAN,
2015).

As EROS em excesso nos tecidos celulares sao altamente prejudiciais. Elas
sdo capazes de causar interrupgcdo no crescimento das plantas por provocar
modificacdes oxidativas de lipidios de membrana, aminoacidos, proteinas e DNA,

afetando funcgdes vitais podendo levar a disfungdes metabdlicas permanentes e a
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morte da planta. (AJUM et al., 2015; HOSSAIN et al., 2015; TAIZ et al., 2017). Este
disturbio causado pelo desequilibrio de EROS é conhecido como estresse oxidativo
(AJUM et al., 2015).

Em quantidades reduzidas as EROS funcionam como sinalizadoras do
estresse, levando a ativagdo de mecanismos de defesa e de aclimatagéao (HOSSAIN
et al., 2015). Portanto, a toxicidade de EROS vai depender da concentragao
acumulada e da duracdo do estresse (MILLER et al., 2010; AJUM et al., 2015).
Geralmente a aclimatagao é alcancada pela manutencdo de um nivel mais baixo de
H202 e reducéo da peroxidagao lipidica. Plantas tolerantes ao estresse costumam ter
este conteudo reduzido quando comparado a plantas sensiveis (HOSSAIN et al.,
2015; KAUR; ASTHIR, 2020).

As sinalizacgdes realizadas pelas EROS desencadeiam diferentes mecanismos
de defesa, como a sintese de ABA e prolina (KAUR; ASTHIR, 2020). O ABA ¢
conhecido como o horménio vegetal do estresse, uma vez que esta envolvido na
aclimatacéao de varios estresses como osmatico, salino e o de baixa temperatura (TAIZ
et al., 2017).

Em situagao de estresse hidrico os niveis enddgenos de ABA se elevam. Li e
colaboradores (2016) observaram um incremento de 72% durante estresse hidrico
severo em cana-de-agucar. Além de interferir diretamente no fechamento estomatico,
reducao da area foliar e proporgao raiz:parte aérea, o ABA desempenha um papel de
mediador chave em resposta ao estresse celular nas plantas (HIMMELBACH et al.,
2003; FERREIRA et al., 2017). Ele é responsavel por mediar varias respostas na
adaptacao a condi¢des desfavoraveis (RAJASHEKER et al., 2019).

A aplicacdo exdégena de ABA tem se mostrado eficiente na inducéo da
aclimatacéo e tolerancia a condi¢gdes de estresse hidrico. Kaur e Asthir (2020)
observaram que os genotipos de trigo Gladius e Drysdale, em situagao de déficit
hidrico, apresentaram uma influéncia positiva de aproximadamente 20% no
comprimento das brotacdes e de pelo menos 3% na biomassa quando submetidas a
aplicacdo exogena de 10 pM de ABA. Mega et al. (2019) superexpressaram
receptores de ABA, aumentando a sensibilidade do trigo ao regulador e notaram que
houve um incremento de 25% na eficiéncia de uso da agua e uma reducao de 20%
no consumo de agua.

Os genes responsivos ao ABA possuem em comum um cis-elemento presente

na regiao promotora conhecido como ABRE (ABA-Responsive Element) que esta



22

relacionado a respostas a desidratacdo (SHANKER et al., 2013; FERREIRA et al.,
2017). Estes genes também contém um elemento alternativo de regulagao conhecido
por DRE (Dehydration Response Element), um conjunto de proteinas independentes
de ABA que regulam a transcricado induzida pelo frio e pela desidratacao (REIS et al.,
2014). Assim, os genes regulados pelo estresse osmotico podem ser ABA-
dependentes ou ABA-independentes (TAIZ et al., 2017).

Os receptores ABA (proteinas PYR/PYL/RCAR) s&o centrais na atuagédo do
papel de ABA nas relagdes hidricas. Sao essas proteinas que inibem a atividade das
proteinas fosfatase 2C (PP2C), reguladoras negativas da sinalizagdo de ABA. Com a
inibicdo da regulagao negativa de ABA (PP2Cs), as quinases SnRK2 s&o fosforiladas
e se tornam ativas (QUIN et al., 2011; MEGA et al., 2019; RAJASHEKER et al., 2019).
As SnRK2, por sua vez, fosforilam os fatores de transcricdo AREB/ABF que se ligam
diretamente aos ABREs localizado nos promotores dos genes responsivos a ABA
(QIN et al., 2011). SnRK2s, podem fosforilar proteinas a jusante, como canais ibnicos,
NADPH oxidases e outros, assim ABA pode provocar a ativagao de diferentes eventos
(RAJASHEKER et al., 2019).

Trabalhos tém mostrado relacédo entre acumulo de ABA e a sintese de prolina.
Kaur e Asthir (2020), trabalhando com germinagao de sementes de trigo expostas ao
estresse hidrico, relataram que a aplicagdo exdégena de ABA regulou positivamente o
acumulo de prolina quando comparado ao tratamento controle. Estudos com mutantes
deficientes em ABA expostos a aplicagdo exdgena de ABA, indicaram que o acumulo
de prolina, sob estresse, é parcialmente regulado por ABA, mas ABA aplicado na
auséncia de estresse ¢é insuficiente para induzir altos niveis de prolina (VERSLUES;
SHARMA, 2010). A hipétese de que ABA estimula a producéao de glutamato, precursor
da prolina, e consequentemente eleva os niveis de prolina foi levantada por Stewart
(1980). Outra possibilidade € de que o ABA influencia positivamente na regulacéo do
gene P5CS1 durante o estresse osmoético, acarretando entdo no acumulo de prolina
(RAJASHEKER et al., 2019; SHRESTHA et al., 2021).

O acumulo de prolina € uma das primeiras respostas ao estresse e a sua
atuacao na aclimatacdo e tolerancia a adversidades abidticas é de fundamental
importancia para a sobrevivéncia plantas submetidas ao estresse (RAJASHEKER et
al., 2019; MEGA et al., 2019; SHRESTHA et al., 2021).
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2.3.PROLINA

A prolina possui propriedades unicas e se distingue de outros aminoacidos de
diferentes maneiras, por exemplo, é o Unico dos aminoacidos proteinogénicos em que
0 grupo a-amino esta presente como uma amina secundaria (VERSLUES; SHARMA,
2010). Devido a sua estrutura ciclica, a prolina leva a estabilizacdo ou
desestabilizacdo de estruturas secundarias de conformagao proteica (LEHMANN et
al., 2010). Além de seu papel no metabolismo primario como um componente de
proteinas, a prolina livre € um dos solutos mais amplamente distribuidos que se
acumulam em diferentes organismos durante condicbes ambientais adversas. Este
fendmeno é observado em plantas, bactérias, protozoarios e invertebrados marinhos.
Nas plantas também esta presente nas infecgbes por patdgenos, deficiéncia de
nutrientes e no excesso de radiacdao UV (STEWART, 1980; LEHMANN et al., 2010;
LIANG et al., 2013, DAR et al., 2016, SIDDIQUE, KANPAL; KUMAR, 2018).

As plantas em situagcao de estresse apresentam uma rapida elevagao nos
niveis de prolina. Para as variedades de cana-de-agucar RB72454 e RB92579,
durante estresse hidrico, o incremento foi de 623% e 1657%, respectivamente, em
relagdo ao tratamento controle enquanto o osmorregulador glicina betaina, apresentou
incremento de 28% apenas para a variedade RB92579 (JUNIOR et al., 2020). O
aumento tao expressivo de prolina durante o estresse osmaético pode ser explicado
em parte por suas propriedades quimicas basicas. A prolina € um dos aminoacidos
mais soluveis em agua e existe na maior parte do tempo como moléculas neutras
permitindo se acumular em altas concentracbes sem interferir na estrutura celular
(VERSLUES; SHARMA, 2010).

A diferenca no acumulo de prolina quando comparado a outros metabdlitos e a
forma como seu metabolismo pode ser modificado para melhorar a tolerancia a seca,
séo pontos importantes para a biologia do estresse em plantas (BHASKARA; YANG,;
VERSLUES, 2015). Ela pode ser considerada um aminoacido multifuncional, ja que
aparenta ter diferentes papéis em condicbes de estresse, como estabilizacdo de
proteinas, membranas e estruturas subcelulares, homeostase energética, protecéo
das fungdes celulares pela eliminacdo de EROS e como osmorregulador
(NATARAJAN; BECKER, 2013; KAUR; ASTHIR, 2015; LIANG et al., 2013).

A funcéo de ajuste osmatico das células vegetais em condicdes de estresse

hidrico € uma adaptacdo fundamental para manter o turgor celular. O que,
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consequentemente, mitiga os danos a diferentes sistemas e permite uma melhor
recuperacao pos-seca (BLUM, 2017; JUNIOR et al., 2020).

O equilibrio do potencial hidrico (¥) € mantido em condigées normais com o ¥
do citosol e do vacuolo levemente mais baixo do que o ambiente circundante,
permitindo assim a entrada de agua na célula (TAIZ et al., 2017). Em condi¢des de
estresse hidrico o ¥ do ambiente externo tende a diminuir (FIGURA 2). Para manter
o turgor, a célula realiza o ajuste osmatico, concentrando solutos no vacuolo e no
citosol. No vacuolo s&do acumulados solutos como, agucares, acidos organicos e ions,
ja no citosol ha acumulo de solutos compativeis (prolina, glicina betaina e sorbitol)
(VERSLUES; SHARMA, 2010). Os solutos compativeis sdo compostos organicos de
baixo peso molecular, altamente soluveis, osmoticamente ativos nas células, que em
altas concentragdes nao sao toxicos, diferentemente dos solutos acumulados no
vacuolo (HAYAT et al., 2012; TAIZ et al., 2017). O acumulo de prolina resulta em um
aumento na osmolaridade celular que impulsiona o influxo de agua ou reduz seu
efluxo, proporcionando assim o potencial de pressdo necessario para a manutengao
celular e a aclimatacéo ao estresse (VERSLUES; SHARMA, 2010; KAUR; ASTHIR.,
2015).
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FIGURA 2 - OSMORREGULAGCAO CELULAR DURANTE ESTRESSE OSMOTICO
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Outra funcao de destaque da prolina € a de protecao das fungdes celulares pela
eliminacdo de EROS (MILNER; McCLELLAN; WOOQD, 1987). As plantas possuem
enzimas especializadas para a inativacdo de EROS, como superoxido dismutase,
ascorbato peroxidase, catalase, entre outras (TAIZ et al., 2017). Porém, em condi¢des
de estresse a producao de EROS pode exceder o potencial antioxidante das enzimas
especializadas (HAYAT et al., 2012). Entao, outros antioxidantes ndo enzimaticos séo
ativados, como a prolina (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014).

A prolina é um eficiente eliminador de *OH e 'Oz, pelo menos dois radicais OH
sdo consumidos por molécula de prolina, inibindo assim, a peroxidacao lipidica e
demais prejuizos causados pelo excesso de EROS (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014,
SIGNORELLI et al., 2014). Trabalhos com a aplicagdo exégena de prolina apontam
para a redugao no conteudo de EROS e aumento de enzimas antioxidantes, sugerindo

que além de reduzir ERQOS, ela pode atuar na regulagdo das enzimas antioxidantes
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(HOQUE et al., 2007; DE FREITAS et al., 2018; ZOUARI et al., 2019; HANIF et al.,
2021).

Além da fungao osmoprotetora, os solutos compativeis proporcionam uma fonte
de carbono e nitrogénio para a célula quando as condigbes retomam ao normal (TAIZ
et al., 2017). Hong et al. (2000) concluem que a funcéo de eliminagdo de EROS pela
prolina pode ser mais importante na superacdo do estresse do que como
osmorregulador.

Os niveis de prolina nas plantas s&o regulados pelo balango entre a
biossintese, catabolismo e transporte entre células e diferentes compartimentos (DAR
et al., 2015). A sua sintese pode acontecer por duas vias diferentes, pelo glutamato
ou pela ornitina (JUNIOR et al, 2020). A via do glutamato é a principal e a mais utilizada
durante o estresse osmaético (HAYAT et al., 2012). Ela é principalmente regulada pela
transcricdo de genes que codificam as enzimas chave pirrolina-5-carboxilase sintase
(P5CS) e a pirrolina-5-carboxilase redutase (P5CR) (VERSLUES; SHARMA, 2010).

Na biossintese de prolina (FIGURA 3) pela via principal, o glutamato (GLU) é
reduzido a glutamato-semialdeido (GSA) pela P5CS e espontaneamente convertido a
pirrolina-5-carboxilato (P5C). Posteriormente, P5C é reduzido por P5CR para prolina,
esta via acontece no citoplasma e/ou cloroplasto, em condicdo de estresse a
biossintese acontece preferencialmente no cloroplasto (SZABADOS; SAVOURE,
2010; VERSLUES; SHARMA, 2010). Com retomada da hidratagdo celular o
catabolismo da prolina € iniciado pela transcrigdo da prolina dehidrogenase (PDH)
(HAYAT et al., 2012). Esta etapa ocorre na mitocondria via PDH e A'-pirrolina-5-
prolina-5-carboxilase desidrogenase (P5CDH). Prolina € oxidada por PDH a P5C e
P5C é convertido a GLU por P5CDH. (SZABADOS; SAVOURE, 2010; REJEB;
ABDELLY; SAVOURE, 2014).

Outra possibilidade para biossintese de prolina é pela via ornitina (ORN),
normalmente ela ocorre em condigdes de 6tima disponibilidade de nitrogénio e no
desenvolvimento de mudas (DAR et al., 2016). A ORN é transaminada em P5C pela
ornitina-d-aminotransferase (OAT). Aparentemente esta via predomina na mitocéndria
com alto suprimento de nitrogénio (KAUR; ASTHIR, 2015).
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FIGURA 3 — AS PRINCIPAIS VIAS DO METABOLISMO DA PROLINA
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LEGENDA: As linhas verdes caracterizam a via de biossintese de prolina por glutamato (GLU), as
linhas vermelhas a via catabdlica e as linhas azuis a via de biossintese por ornitina (ORN). As
enzimas sdo representadas como elipses e as proteinas transportadoras como octégonos azuis.

Em condic&o de estresse hidrico o acumulo de prolina esta correlacionado com
a atividade da enzima reguladora P5CS, que € uma enzima bifuncional, com dois
dominios que funcionam como enzimas quinase e desidrogenase, codificada por dois
genes P5CS homologos (KAUR; ASTHIR, 2015; AMINI; GHOBADI; YAMCHI, 2015).
Os dois genes compartilham um alto nivel de homologia de sequéncias, porém sao
regulados de maneiras diferentes (SZABADOS et al., 1998; SZABADOS; SAVOURE,
2010). Enquanto P5CS1 ¢é induzido em situagdes de estresse, P5CS2 ¢é ativado para
divisdo meristematica, brotagdo, enraizamento, inflorescéncia, indicando ser um gene
de manutencdo (LIANG et al., 2013; REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014;
BHASKARA; YANG; VERSLUES, 2015).

A expressao de P5CS pode ser induzida por fatores ambientais e por
fitohormonios, porém a via de sinalizagdo para inducdo nao €& completamente
conhecida (AMINI; GHOBADI; YAMCHI, 2015; RAJASHEKER et al.,, 2019). A
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transcricdo e regulagdo de mRNA A{P5CS1 esta bem correlacionada com o acumulo
de prolina, em trabalhos com Arabidopsis thaliana, plantas expostas a situacdes de
estresse luminoso, hidrico e salino apresentaram o0 mesmo comportamento, aumento
de AtP5CS1 e prolina (SZABADOS et al., 1998; AMINI; GHOBADI; YAMCHI, 2015;
RAJASHEKER et al., 2019). Outro fator relacionado a indu¢ado de ATP5CS1 é o ABA,
que participa ativamente na resposta ao estresse vegetal, evidéncias apontam que
tanto a via ABA-dependente quanto a ABA-independente estdo relacionados a
indugao de P5CS (RAJASHEKER et al., 2019; SHRESTHA et al., 2021).

A enzima P5CS é peca chave na sintese de prolina e na busca por
compreender melhor a sua fungéo, o gene P5CS foi clonado a primeira vez de Vigna
aconitifolia por complementacao (HU et al., 1992). Posteriormente foi incorporado em
diferentes culturas como: tabaco, arroz, trigo e cana-de-agucar, as plantas
transformadas apresentaram superexpressao de prolina e tolerdncia ao estresse
salino e hidrico, com incremento de biomassa, evidenciando a sua funcgao
osmoprotetora e osmorreguladora (KISHOR et al., 1995; ZHU et al., 1998; SAWAHEL
e HASSAN, 2002; MOLINARI et al., 2007).

O gene P5CS também foi isolado de outras plantas como arabidopsis, arroz,
sorgo e cana-de-agucar (SAVOURE et al., 1995; IGARASHI et al., 1997; SU et al.,
2011; LI et al., 2018). Quando utilizados na transformagdo genética em petunia,
batata, tabaco e cana-de-acucar, as plantas transformadas também apresentaram
tolerancia ao estresse hidrico e salino (YAMADA et al., 2005; AMINI; GHOBADI;
YAMCHI, 2015; LI et al., 2018).

A compreensdao da modulagcdo da prolina € de grande relevancia para o
melhoramento genético de plantas, uma vez que viabiliza a transformacgao genética
para incremento da sintese de prolina, possibilitando prolongar a sobrevivéncia de
plantas expostas a condigdes de estresse (BHASKARA; YANG; VERSLUES, 2015; LI
etal., 2018; RAJASHEKER et al., 2019).

2.4. TRANSFORMACAO GENETICA

A transformacdo genética € uma ferramenta significativa em programas de
melhoramento de plantas. Ela permite que genes responsaveis por caracteristicas
agrondmicas uteis sejam introduzidos diretamente no DNA vegetal. Possibilitando a

transferéncia de genes desejaveis de um organismo para outro, ou seja, uma
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modificagdo genética controlada em que ha introdugao, exclusao ou substituicdo no
DNA do receptor (BRASILEIRO; ALENCAR, 1999; MOHAN, 2016; KESHAVAREDDY;
KUMAR; RAMU, 2018).

A adocao da tecnologia dos organismos geneticamente modificados (OGM)
ampliou de forma consideravel os limites da disponibilidade de genes impostos pela
incompatibilidade sexual no melhoramento convencional. Causando uma
reestruturagdo de cadeia produtiva em todo o mundo, uma vez que, € possivel
transferir para as plantas genes de diferentes organismos. (BRASILEIRO; ALENCAR,
1999; BRASILEIRO; CARNEIRO, 2015).

As principais culturas transgénicas plantadas mundialmente sdo soja, milho,
algodao e canola. A adocéao global em 2019 foi de 190,4 milhdes de hectares, divididos
em 29 paises, com Estados Unidos em primeiro lugar seguidos de Brasil, Argentina,
Canada e india. (ISAAA, 2019). Dentre as caracteristicas agrondmicas de interesse,
a resisténcia a pragas tém sido uma das mais aplicadas nas culturas geneticamente
modificadas (KESHAVAREDDY; KUMAR; RAMU, 2018). Milho, soja e cana-de-agucar
sdo exemplos de culturas que sao plantadas comercialmente com esta caracteristica
(TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013; GRIMI et al., 2018).

A cana-de-agucar resistente a broca (Diatraea saccharalis) foi a primeira cana
transgénica aprovada pela CTNBio para plantio comercial no Brasil em 2017.
Atualmente sao quatro variedades aprovadas, todas resistentes a broca por meio da
expressdo de proteinas de Bacillus thuringiensis, Das quatro cultivares
comercializadas, duas sao precoces (CTC9003BT, CTC9001BT) e duas sao médias
(CTC7515BT, CTC20BT). A area plantada de cana transgénica no Brasil, em 2019,
foi de aproximadamente 18.000 hectares. Além do Brasil, a Indonésia também possui
2.000 hectares de cana-de-agucar transgénica (NXI-4T) tolerante ao estresse hidrico,
liberada para plantio comercial pelo Ministério da Agricultura da Indonesia em 2018
(ISAAA, 2019; LAJOLO; YOKOYAMA; CHEAVEGATTI GIANOTTO, 2021; CTC,
2021).

Desde a primeira cana-de-agucar transgénica em 1992 uma série de
metodologias para transformagdo genética foram adotadas em todo o mundo
(BOWER; BIRCH, 1992; MOHAN, 2016). As caracteristicas como resisténcia a
viroses, bicudo da cana, tolerancia aos estresses abioticos, aumento de biomassa e
teor de sacarose, entre outros foram testadas (MALHOTRA etal., 2016; SCHNEIDER
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et al., 2016; YAO et al.,, 2017; WANG et al., 2017; ASLAM et al., 2018;
CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2018; ANUR et al., 2020)

A transformagdo genética viabiliza a expansao de plantios para regides
inadequadas para cultivos. As pesquisas com tolerancia ao estresse hidrico
favorecem a possibilidade de plantio em regides com escassez de chuvas (RAMIRO
etal., 2016; MALHORTRA et al., 2016). Focados nesse aspecto Molinari et al. (2007)
inseriram o gene P5CS de Vigna aconitifolia em cana-de-agucar, variedade
RB855156, por biobalistica. Foi concluido que a superprodugéao de prolina protegeu
as plantas contra o estresse oxidativo causado pelo déficit hidrico. Os eventos
apresentaram uma producao de biomassa pelo menos 40% maior que as plantas néao
transformadas ao final de 12 dias de estresse. Também trabalhando com a
superprodugao de prolina, Balestro et al. (2017) e Li et al. (2017) transformaram cana-
de-acucar variedades RB855536 e Guitang 21 com gene P5CS de V. aconitifolia e
cana-de-agucar, respectivamente. Balestro et al. (2017) evidenciaram que as plantas
transgénicas acumularam alto teor de agucar soluvel e Li et al. (2017) que os eventos
tiveram maior teor relativo de agua, clorofila, ABA e prolina, além de um menor teor
de conteudo de malondialdeido (MDA) quando comparados as plantas controle.

O estresse hidrico € um entrave para produgao de cana-de-acucar ao redor do
mundo, por isso, paises como Australia, China, india e Brasil produziram estudos com
diferentes genes com o mesmo objetivo de aumentar a tolerancia a seca
(BASNAYAKE et al., 2012; MALHORTRA et al., 2016; RAMIRO et al., 2016; LI et al.,
2017). Os genes da familia DREB (Ea-DRB2b, DREB1A, AtDREB2A CA), importante
na ativacdo de genes funcionais relacionados a tolerancia ao estresse, genes
supressores de morte celular (AtBl-1) e outros como EaHSP70, AVP1 foram
introduzidos em cana-de-agucar e apresentaram resultados promissores no aumento
da tolerancia ao estresse hidrico da cultura (AUGUSTINE et al., 2015; RAZA et al.,
2016; MALHOTRA et al., 2016; RAMIRO et al., 2016; SOUZA et al., 2019; ZHAO et
al., 2020).

A cana-de-agucar possui diversos trabalhos com transformacgédo genética,
porém, a aprovacgao para cultivo comercial foi realizada apenas em 2017, revelando
as dificuldades encontradas na transgenia para a cultura. O processo € prejudicado
pela baixa eficiéncia de transformagao, variagao somaclonal, inativagao do transgene,

longo ciclo e instabilidade. Retardando assim a velocidade de testes, avaliagbes e
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possiveis aprovagdes para cultivo comercial (HOTTA et al., 2010; DAL-BIANCO et al.,
2012, BRASIL, 2017).

Outro ponto que merece destaque na transformagdo genética da cana-de-
agucar é a metodologia utilizada. Por ser uma monocotiledénea, teoricamente nao
responde bem a transformacgdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Esta metodologia é simples, eficiente e de baixo custo, porém é dependente do
gendtipo (HOTTA et al., 2010; FERREIRA et al., 2017). Para contornar a limitagéo da
dependéncia do gendtipo, cepas de Agrobacterium mais virulentas podem ser
utilizadas ou outras metodologias, como a biobalistica (LAKSHMANAN et al., 2005).

2.4.1. BIOBALISTICA

A Dbiobalistica, bombardeamento com microparticulas ou aceleracédo de
particulas, foi descrita a primeira vez por Sanford et al. (1987) e possibilitou a
transformacao genética de diversas culturas, como, cana-de-agucar, citrus, tabaco,
trigo, soja, sorgo, entre outras (MOLINARI et al., 2007; LEVY, et al., 2018; YANG et
al., 2015; XUE; DRENTH; MCINTYRE, 2015; DE LA TORRE; FINER, 2015; BELIDE
et al.,, 2017; OZYIGIT; KURTOGLU, 2020). J&4 que, ndo apresenta limitagbes de
gendtipo (LACORTE et al., 1999).

O bombardeamento é versatil e permite a introdugdo de genes em organelas,
bactérias, protozoarios, fungos, algas, facilita a transformagdo de cereais
recalcitrantes, monocotiledéneas e dicotiledéneas (ndo suscetiveis a Agrobacterium).
Além disso, diferentes tipos de tecidos e células podem ser utilizados para
transformacao, tais como folhas, caules e calos (LACORTE et al., 1999,
KESHAVAREDDY; KUMAR; RAMU, 2018).

O método é fisico, para isso sao utilizados microprojéteis de alta velocidade
para transportar o DNA através das paredes e membranas celulares (FIGURA 4).
Assim, o DNA é introduzido em células e tecidos intactos por microprojéteis de alta
velocidade que carreiam o DNA (SANFORD,1990; SANFORD et al., 1987).

Os equipamentos utilizados para o bombardeamento basicamente utilizam um
acelerador de particulas, como o gas hélio (He), como propulsor para a aceleragéo
das microparticulas (FIGURA 4). O gas He é pressurizado e mantido por um disco de
ruptura, projetado para romper a uma pressao determinada. Com o rompimento do

disco de ruptura uma onda de choque € gerada e carrega o macrocarreador, contendo
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as microparticulas cobertas com DNA, em direcao a tela de retencao. A tela retém a
membrana carreadora e as microparticulas seguem em direcdo ao material vegetal
alvo, penetrando na parede celular e membrana plasmatica. O sistema € montado em
uma camara de vacuo para reduzir a desaceleracao das particulas (LACORTE et al.,
1999; VIANNA; ARAGAO; RECH, 2015; OZYIGIT; KURTOGLU, 2020).

FIGURA 4 - APARELHO DE BIOBALISTICA MODELO: PDS-1000/HE PARTICLE DELIVERY SYSTEM
- BIO-RAD LABORATORIES, INC.
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Fonte: Adaptado OZYIGIT e KURTOGLU, 2020.

As microparticulas ideais s&o as de metal denso, para fornecer energia cinética
suficiente para penetracao celular, e quimicamente inertes. Diferentes materiais como,
paladio, platina e rodio podem ser utilizados (OZYIGIT; KURTOGLU, 2020). Porém,
as mais comuns sao as de ouro e tungsténio. O ouro é biologicamente inerte, possui
o formato mais uniforme. Ja o tungsténio possui formato irregular e esta sujeito a
oxidagao rapida e a degradagao do DNA. A escolha do tipo de microprojétil utilizado
depende do material vegetal alvo (LACORTE et al., 1999).

No sistema de bombardeamento é dificil controlar onde e como as
microparticulas irdo penetrar no material vegetal, este € um dos motivos da baixa

eficiéncia e reprodutibilidade do método quando comparado a Agrobacterium. E
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possivel ocorrer a integracdo aleatoria de multiplas cépias do gene, resultando em
composigdes irregulares e o silenciamento génico, ou seja, a ndo expressao do gene
alvo (FERREIRA et al., 2017; KRISHNAN; MOHAN, 2017; ISMAGUL et al., 2018).
Para reduzir este problema, a concentracdo de DNA carreado nas microparticulas
deve ser observada, concentragbes mais baixas reduzem as chances de integracao
de mais de uma coépia do gene (ANUNANTHINI; KUMAR; SATHISHKUMAR, 2017).

Outros fatores como pureza do DNA, aglomeragao, disperséo e velocidade das
particulas, estado celular no momento do impacto e condi¢cbes celulares apos o
bombardeamento sao aspectos que influenciam na eficiéncia da biobalistica
(SANFORD, 1990). Existem diferentes procedimentos de preparagao do revestimento
das microparticulas com DNA, a maioria utiliza o complexo DNA/espermidina/Ca?*,
porém, ja existem outros métodos como o com polietilenoglicol (PEG) e cloreto de
magnésio (ISMAGUL, et al. 2018). A concentragao de DNA precisa ser bem ajustada,
alta quantidade pode causar danos aos tecidos e aumentar a frequéncia da expresséao
transitéria. A pressdao e a distancia entre o tiro e o material alvo devem ser
cuidadosamente otimizadas, pois podem causar danos celulares na amostra ou baixo
rendimento da transformacao (ANUNANTHINI; KUMAR; SATHISHKUMAR, 2017;
OZYIGIT; KURTOGLU, 2020).

O tecido vegetal utilizado como alvo também interfere na eficiéncia da
transformagcdo genética. Este é muito influenciado pelo tipo, idade, tamanho e
gendtipo dos explantes (CHAKRABORTY et al., 2020). O uso de tecidos totipotentes,
capazes de se regenerar, no bombardeamento dardo origem a plantas transformadas
nas etapas seguintes do processo. Os tecidos meristematicos e células embriogénicas
sao os mais comumente utilizados, pois tém apresentado estabilidade e alta
capacidade de regeneragao (SANFORD, 1990; KESHAVAREDDY; KUMAR; RAMU,
2018; OZYIGIT;KURTOGLU, 2020).

2.5.EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somatica (ES) é muito utilizada na transformagéo genética da
cana-de-agucar, tanto para a transformacgao por Agrobacterium quanto por biobalistica
(WANG et al., 2017; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2018). A capacidade de
regeneragcao das células embriogénicas, a possibilidade de formacgao de varias

plantas, a elevada similaridade com o tecido parental e a alta taxa de divis&do ativa que
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favorece a integracéo do transgene, justificam o seu uso na transformagédo (OCHOA-
ALEJO, 2016; SOWMYA; USHARANI; MOHANDAS, 2016).

A ES é um processo natural em que, células somaticas desenvolvem-se por
meio dos diferentes estagios embriogénicos dando origem a uma planta sem que
ocorra fecundagdo e sem ligacdo ao tecido materno. As plantas formadas sé&o
idénticas a planta-méae, uma vez que nao ha fusao de gametas (GUERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999; VON ARNOLD, 2008). A ES é um processo natural e ocorre em
diferentes plantas como citrus e Kalanchoe. Em diversas espécies de Kalanchoe
pequenas estruturas bipolares aparecem nas bordas das folhas que desenvolvem
novas plantas. Em citrus, a poliembrionia € comum, sementes formam embrides
nucelares (DUARTE et al., 2013, LOYOLA-VARGAS e OCHOA-ALEJO, 2016).

A embriogénese das monocotiledéneas é caracterizada pelos seguintes
estagios: zigoético, globular, estagio de coledptilo, estagio vegetativo juvenil e
maturacdo. As diferengas entre a embriogénese em eudicotileddneas e
monocotiledéneas se iniciam apds o estagio globular, o embrido torna-se cordiforme
nas eudicotiledéneas e cilindrico nas monocotiledéneas. Além disso, existem
variacdes morfolégicas como a formagao de escutelo, coledptilo e coleoriza (FLOH;
SANTOS; DEMARCO, 2015; TAIZ et al, 2017; ZHAO et al, 2017; RADOEVA et al,
2019). Em trabalhos de ES de cana-de-agucar foi possivel observar que embrides
apos passarem a fase globular, formaram escutelo e coledptilo (ALCANTARA et al,
2014; NOGUEIRA et al, 2019; SATHISH et al, 2019).

No processo de ES in vitro, a indugao das células somaticas pode acontecer
por duas vias, direta ou indireta. Quando o processo é direto, embrides somaticos sao
formados na borda do explante. Da forma indireta, a ES ocorre por meio da formacgao
de calos, tecido desorganizado e desdiferenciado (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA,
1999; MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019).

Diferentes tecidos podem ser utilizados na ES desde que tenham competéncia
para perceber os estimulos de inducdo para a ES, quanto maior o nivel de
competéncia menor a necessidade de indutores para formacdo dos embrides
(FEHER, 2015). Tecidos com baixa competéncia necessitardo de niveis maiores de
estimulo. Os tecidos jovens e meristematicos sdo mais suscetiveis a formar embrides
somaticos, pois possuem menor determinagao e maior competéncia (VON ARNOLD,
2008). Lakshmanan et al. (2006) observaram que explantes de cana-de-agucar

provenientes de apices meristematicos com 1 a 2 mm de comprimento formaram 45%
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mais brotos que os explantes com 5 a 6 mm, além disto, coloca-los com a extremidade
distal em contato com o meio de cultura foi mais eficiente.

A indugao dos tecidos para inicio da ES é multifatorial e ainda € um ponto de
questionamentos. A sinalizagdo envolve uma complexa rede e a reprogramacao da
expressdo génica (KUMAR; STADEN, 2017; MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019).
Esta reprogramacdo geralmente ¢é desencadeada em tecidos expostos
transitoriamente ao estresse, como, alta concentragcdo de reguladores vegetais,
luminosidade, baixa ou alta temperatura e choque osmético. A indugao resulta na
desdiferenciagcao das células somaticas e entao rediferenciacéo, alterando assim a
determinacao celular e possibilitando novas competéncias as células responsivas
presentes no tecido vegetal. Assim, o tecido se torna apto ao desenvolvimento de
embrides somaticos (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; FEHER, 2015;
HORSTMAN; BEMER; BOUTILIER, 2017).

A diversidade de sinalizadores que podem ser utilizados para indugéo da ES é
justificada pela interacdo entre o agente indutor com os niveis endoégenos de
horménios do tecido vegetal, que variam com o gendétipo, fase de desenvolvimento,
tipo de explante, entre outros (FEHER, 2015). Os indutores mais utilizados s&o as
auxinas fortes, entre elas o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que desempenham
um papel chave na ES. Ao que tudo indica, a auxina é responsavel por desencadear
o0 processo de desdiferenciagdo, desta forma, o balango de auxina enddgena e
exogena é determinante para a indugéo da ES (KUMAR; STADEN, 2017).

Diferentes trabalhos tém mostrado a importancia da auxina. Trabalhando com
arroz, cultivares MR123 e MR127, Ahmad et al. (2013) comprovaram que explantes
expostos ao 2,4-D induziram em 70 e 76% a formagdo de CE em relagdo ao
tratamento controle (sem reguladores) que ndo apresentou formacéo de CE. Para a
cultura do milho concentragdes de 1,0 a 3,0 mg L-'de 2,4-D foram as mais indicadas
para inducao de calos em diferentes gendtipos (LUCENA et al., 2015). Ja para a cana-
de-agucar, Alcantara et al. (2014) observaram que para indugao de CE a concentragao
de 13,5 uM de 2,4-D ¢é a ideal para as variedades RB855156 e RB72454. Também
trabalhando com cana-de-agucar, Kaur e Kapoor (2016) induziram CE nas variedades
CoJ64, CoJ83 e CoJ86 em meio de cultura suplementado com 4 mg L' de 2,4-D e
0,5 mg L' de cinetina.

A auxina é indispensavel para a formacgao correta da polaridade dos embrides

somaticos, assim como em embrides zigoticos, eles sao bipolares, com um polo apical
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e outro basal, cada um com um meristema (HORSTMAN; BEMER; BOUTILIER,
2017). A padronizagao apical-basal do embrido é dependente das diferencas na
distribuicdo de auxina, que séo criadas pela sua movimentagao nas células (TAIZ et
al., 2017).

Apensar da sua importancia na indugao dos calos e inicio da ES, em algumas
espécies € recomendado uma redugao na concentragao de auxina na fase seguinte
da ES, a maturacdo. E nesta fase que os embries somaticos irdo amadurecer
morfologicamente e fisiologicamente. O potencial de conversdo acontece aqui e € ele
que ird garantir um desempenho pdés-embrionario satisfatério (MENDEZ-
HERNANDEZ et al., 2019).

A complexidade do processo de tornar uma célula somatica em embriogénica
apresenta alguns problemas relevantes, como a heterogeneidade, em um tecido
caloso é possivel encontrar embrides em diferentes estagios de desenvolvimento,
dificultando a sincronizagdo da produgdo de embrides (LOYOLA-VARGAS, 2016).
Outro ponto é a possibilidade de variagcdo somaclonal, uma vez que as células passam
por um processo estressante de rapida e intensa divisdo celular (HERVE et al., 2016).

A técnica da embriogénese somatica € uma das formas de viabilizar a
transformacédo genética, sementes sintéticas e a produ¢do massal de mudas em
diversas culturas. Entender o processo, reduzir as dificuldades e otimiza-lo é oferecer
mais uma ferramenta para o melhoramento genético de plantas e para a producgéo de
mudas em larga escala (KUMAR; STADEN, 2017; MENDEZ-HERNANDEZ et al.,
2019).
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3 CAPITULO I: REGENERAGAO DAS VARIEDADES RB036066, RB036088 E
RB036091 DE CANA-DE-AGUCAR POR MEIO DA EMBRIOGENESE
SOMATICA

RESUMO

O Brasil é lider mundial na produgao de cana-de-agucar e seus derivados.
Para que o pais continue ocupando esta posicdo de destaque os programas de
melhoramento genético buscam obter variedades mais produtivas e adaptadas. A
cultura de tecidos oferece diferentes técnicas para o melhoramento genético, como a
embriogénese somatica, que € uma das formas de viabilizar a transformacéo genética
na cultura e a producao de sementes sintéticas. Assim o objetivo deste trabalho foi
desenvolver protocolos de embriogénese somatica para as variedades RB036088,
RB036066 e RB036091. Foram realizados 5 tratamentos com concentragdes de 2,4-
D (0, 1, 3, 9, 18 yM) para inducao de calos e 3 tipos de explantes (por¢ao apical,
mediana e basal do segmento meristematico de folhas imaturas). A multiplicagédo dos
calos foi realizada no mesmo meio de cultura da indugcao e a conversao em meio de
cultura MS sem adigdo de reguladores. A multiplicagdo das brotagdes foi realizada
utilizando meio MS com adi¢cao de 0,88 uM de BAP e 0,46 pM de KIN e no
enraizamento testou-se os meios MS, MS com metade dos sais, MS com adi¢ao de
70 g L' de sacarose e MS acrescido de 2,46 uM AIB, também foi avaliada a taxa de
sobrevivéncia na aclimatizac&do. As concentragdes mais recomendadas para indugao
e posterior conversao de calos foi de 3 yM de 2,4-D para as variedades RB036091,
RB036066 e 9 yM de 2,4-D RB036088. Para o enraizamento e sobrevivéncia na
aclimatizagdo o meio MS com 70g L' de sacarose para as variedades RB036088 e
RB036091 e o MS meia forca para a variedade RB036066 foram os mais adequados.

Palavras-chave: 2,4-D, Saccharum spp., calogénese, cultura de tecidos.

*A formatacdo utilizada neste capitulo obedece as normas da revista SugarTech,

disponiveis no anexo 1.
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ABSTRACT

Brazil is a world leader in the production of sugarcane and its derivatives. In
order to the country to continue occupying this prominent position, genetic
improvement programs seek to obtain more productive and adapted varieties. Tissue
culture offers different techniques for genetic improvement, such as somatic
embryogenesis, which is one of the ways to make possible the genetic transformation
in the culture and the production of synthetic seeds. Therefore, the objective of this
work was to develop somatic embryogenesis protocols for cultivars RB036088,
RB036066 and RB036091. Five treatments with different concentrations of 2.4-D (0,
1, 3, 9, 18 yM) for callus induction and 3 types of explants (apical, median and basal
portion of the meristematic segment of immatture leaves) were performed. The
multiplication of callus was performed in the same culture medium of induction and the
conversion on MS culture medium without addition of regulators. The multiplication of
shoots was performed using MS medium with addition of 0.88 uM of BAP and 0.46 uM
of KIN and it was tested for the rooting, MS medium, MS with half of the salts, MS with
addition of 70 g L-1 of sucrose and MS plus 2.46 uM of AIB, the survival rate in
acclimatization was also evaluated. The most recommended concentrations for
induction and subsequent callus conversion were 3 uM of 2.4-D for cultivars
RB036091, RB036066 and 9 uM of 2.4-D for RB036088. For rooting and survival in
acclimatization, the MS medium with 70 g L-1 sucrose for cultivars RB036088 and
RB036091 and MS with half of the salts for cultivar RB036066 were the most suitable.

Key words: 2.4-D, Saccharum spp, calogenesis, tissue culture
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3.1.INTRODUCAO

A cana-de-agucar € uma cultura de relevancia mundial, visto que 70% do
acucar produzido no mundo é proveniente da cultura (UNICA 2016). Além do agucairr,
a cultura é matéria-prima para outros derivados como etanol e bioenergia. Neste
cenario, o Brasil é protagonista liderando o ranking de producéo de cana-de-agucar e
exportacao de agucar. A cultura é responsavel por 2% do PIB brasileiro e gera milhdes
de empregos diretos e indiretos (UNICA 2016).

O sucesso brasileiro na produgao de cana-de-agucar é resultado do somatorio
de varios fatores como o clima favoravel e o uso de variedades de alta eficiéncia. Os
programas de melhoramento genético, desenvolvidos no Brasil, levam de 10 a 15
anos de pesquisas para liberar no mercado uma nova variedade. Dentre eles, a
RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento Sucroalcooleiro), foi
responsavel por lancar as variedades RB036066, RB036088 e RB036091 no ano de
2015. As trés variedades apresentam 6tima brotagao e perfilhamento em cana planta
e cana soca e 6timo fechamento de entrelinhas (RIDESA 2015).

Os programas de melhoramento genético de cana-de-agucar podem ter como
grande aliado os recursos de biotecnologia, para acelerar o processo de sele¢ao ou
até mesmo para producgdo de plantas geneticamente modificadas. Uma importante
técnica para a produgdo de sementes sintéticas e plantas transgénicas é a
embriogénese somatica (ES), que induz uma acelerada produgao de embrides
somaticos potenciais para o encapsulamento ou para a introdugdo de um novo gene
no DNA da planta alvo.

Na ES, células somaticas se diferenciam em embrides, apresentando-se
morfologicamente semelhantes aos embrides zigéticos (Von Arnold 2008; Loyola-
Vargas 2016). Em cana-de-agucar o primeiro experimento utilizando esta técnica foi
descrito por Heinz e Mee (1969), que testaram diferentes fontes de explante e
diferentes concentragdes de acido diclorofenoxiacético (2,4-D) em espécies do género
Saccharum sp. utilizando meio de cultura com adicdo de agua de coco. Na mesma
linha, em 1983 Ahloowalia e Maretzki regeneraram plantas de cana, variedade 1J76-
316, por ES, também com adi¢ao de 2,4-D em meio de cultura com agua de coco. O
uso da auxina sintética 2,4-D é comum para a inducao e formacao de calos em cana-
de-agucar, mas também ha trabalhos com outros tipos de indutores, como thidiazuron

(TDZ) que induziu a formagéao de calos embriogénicos e posterior regeneragéo de
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plantas utilizando a variedade CP84-1198 (Gallo-Meagher et al. 2000). Trabalhos com
o objetivo de visualizar as fases e transformacdes dos embrides somaticos foram
realizados por Brisibe et al. (1993) que observaram a similaridade dos estagios
embrionarios somaticos com os zigoticos e evidenciaram a importancia da técnica
para formagao de sementes sintéticas de cana-de-agucar. Uma maneira alternativa
de aumentar a inducédo de calos e regeneracgao foi investigado por Ferreira et al.
(2017) que avaliaram a influéncia da luz LED (82% vermelho e 18% azul) na indugao
de calos embriogénicos (variedade RB98710), regeneragdo, multiplicagao,
enraizamento e estresse oxidativo durante a aclimatizagao.

Durante o processo de desdiferenciacdo e rediferenciagao celular para a
formacao de embrides somaticos varios processos ocorrem e muitas duvidas ainda
estdo sendo esclarecidas. Avaliacbes das alteragdes bioquimicas e moleculares foram
realizadas por Heringer et al. (2015) que identificaram proteinas diferencialmente
abundantes durante a maturagédo em calos embriogénicos e ndo embriogénicos na
variedade SP80-3280. Entender como um sinal pode tornar uma célula somatica em
célula embriogénica e definir protocolos eficientes sdo um dos maiores gargalos da
embriogénese somatica, principalmente quando esta associada a cana-de-agucar,
uma cultura que apresenta genoma polipldide e uma grande variabilidade entre as
variedades. Devido a esta grande variabilidade existe a necessidade da elaboragao e
otimizagao de protocolos eficientes para cada genétipo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos de embriogénese
somatica para as variedades RB036066, RB036088 e RB036091 de cana-de-agucar

com o uso de 2,4-D e diferentes tipos de explante.

3.2.MATERIAL E METODOS
3.2.1. Local de realizagao dos experimentos
O presente estudo foi realizado no Laboratério de Micropropagagdo de
Plantas do Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade do Setor de Ciéncias Agrarias,

Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana.

3.2.2. Condigdes gerais de cultura in vitro
As culturas in vitro respectivas a cada experimento foram mantidas em sala de

crescimento com temperatura de 25°C + 2°C e quando expostas a luz, as
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caracteristicas eram, luz fluorescente branca fria, com densidade de fluxo de fétons
de 40 ymol m2s' e fotoperiodo de 16 horas.

As placas de Petri utilizadas nos cultivos eram descartaveis e tinham 9 cm de
didametro, 1,5 cm de altura e foi utilizado 20 ml de meio por placa. Os experimentos
conduzidos em frascos tinham as seguintes caracteristicas: frascos de vidro de 6 cm
de didmetro e 9 cm de altura, contendo 30 mL de meio de cultura cada um e fechados
com tampa de polipropileno. Todas as placas e frascos utilizados foram vedados com
filme PVC.

O meio de cultura base utilizado em todos os experimentos foi o MS (Murashige
and Skoog 1962) compostos organicos e vitaminas. Todos os meios de cultura tiveram
o pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem, e foram autoclavados durante 20 min a
120°C.

3.2.3. Embriogénese somatica

Segmentos meristematicos de folhas imaturas (palmitos) de cana-de-acgucar
(variedades RB036066, RB036088, RB036091), de aproximadamente 8 meses de
idade, foram coletados na unidade da RIDESA em Paranavai, PR, Brasil. Em camara
de fluxo laminar, os palmitos foram desinfestados em alcool (70%) por 5 minutos e
hipoclorito de sédio (2%) por 25 minutos, seguido de ftriplice lavagem com agua
deionizada autoclavada. Apos a assepsia, as pontas dos palmitos foram descartadas
assim como a folha mais externa de cada um. Cada palmito de aproximadamente 5
cm foi seccionado transversalmente em discos de 2-3 mm a partir da base, totalizando
15 discos por palmito. Os discos foram separados em trés tipos de explante, basal,
mediano e apical, conforme indicados na FIGURA 5A e 5B.

Os discos foram dispostos em placas de Petri, 5 por placa (FIGURA 5C),
contendo meio de cultura MS, suplementado com 30 g L-' de sacarose, 0,100 g L-" de
mio-inositol, 6 g L' de agar e as 5 concentragdes de acido diclorofenoxiacético (2,4-
D), 0, 1, 3, 9 e 18 pM, totalizando 15 tratamentos, com 5 placas cada. As placas de
Petri contendo o material, para inducao de calos, foram acondicionadas em sala de
crescimento, no escuro, por 30 dias. Ao final deste periodo, avaliou-se a porcentagem
de explantes com calos (FIGURA 5D). Depois de avaliados, os clusters de calos
formados foram transferidos para uma nova placa contendo meio de cultura MS com
as mesmas concentragdes de 2,4-D para maturagdo e mantidas por mais 30 dias no

escuro.
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A conversao dos calos foi realizada em placas de Petri contendo meio de
cultura MS acrescido de 30 g L' de sacarose, 6 g L' de agar com 6 clusters de calos
embriogénicos por placa (FIGURA 5E). Este material foi mantido em sala de
crescimento sob luz, ao final deste periodo foi avaliado a taxa de conversao dos calos
(FIGURA 5F).

FIGURA 5 - ETAPAS DA EMBRIOGENESE SOMATICA DAS VARIEDADES RB036088, RB036091 E
RB036066 DE CANA-DE-AGCUCAR. A) PALMITO DE CANA-DE-AGUCAR UTILIZADO PARA
RETIRADA DOS EXPLANTES COM INDICAGOES DAS PORGOES BASAL, MEDIANA E APICAL. B)
CORTE DOS DISCOS FOLIARES QUE FORAM UTILIZADOS COMO EXPLANTES. C) DISPOSICAO
DOS EXPLANTES EM PLACA DE PETRI. D) EXPLANTE COM PRESENCA DE MASSA CALOSA
APOS 20 DIAS DE CULTIVO. E) CLUSTERS DE CALOS DISPOSTOS EM PLACA DE PETRI COM
MEIO MS COM ADIGCAO 30 G L' DE SACAROSE. F) CALOS EMBRIOGENICOS CONVERTIDOS EM
MASSA VERDE. G) MULTIPLICAGCAO DE PLANTULAS EM MEIO MS LiQUIDO COM 0,46 uM KIN E
0,88 uM DE BAP. H) PLANTAS APOS 10 DIAS DA ACLIMATIZAGAO.

FONTE: O autor (2019)
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3.2.4. Analise citoquimica

Amostras dos calos selecionados como embriogénicos e nao embriogénicos,
obtidos ao final da fase de maturacao, foram submetidos ao teste citoquimico de
Carmin Acético para validacao da classificacao dos calos. As massas calosas foram
coradas de acordo com Steiner et al. (2015) com Carmin Acético a 2% por 1 minuto e
lavado com agua destilada para remover o corante em excesso. Em seguida, o
corante Azul de Evans 0,1% foi adicionado por 30 segundos e as amostras foram
lavadas novamente. A coloracdo das células foi visualizada em microscépio
estereoscopico (Leica®) e as imagens captadas em uma camera fotografica acoplada

ao mesmo microscopio.

3.2.5. Multiplicacao
Os clusters convertidos em plantas foram transferidos para meio de cultura
MS liquido suplementado com 30 g L' de sacarose, 0,46 uM de cinetina (KIN) e 0,88
MM de 6-benzilaminopurina (BAP) e mantidos em frascos na sala de crescimento. A
cada 15 dias foram realizadas repicagens, totalizando trés repicagens de cada
variedade (FIGURA 5G).

3.2.6. Enraizamento e aclimatizacéo

Para o enraizamento dos explantes foram testados em meio de cultura liquido
com as seguintes composigdes: meio MS acrescido de 30 g L-! de sacarose; MS com
metade dos sais (MS/2) e 30 g L-! de sacarose; MS com adi¢édo de 70 g L-" de sacarose
e MS acrescido de 30 g L' de sacarose, 2,46 uM de acido-indolbutirico (AIB). Em 15
dias, avaliou-se o comprimento da maior raiz (cm) e area das raizes (cm?) pelo
software ImageJ (Schneider; Rasband; Eliceiri, 2012). Foram aclimatizadas 10 plantas
de cada tratamento e de cada variedade em casa de vegetacdo com nebulizagao
intermitente, com controle automatico de rega de 15 segundos a cada 30 minutos, o
material foi plantado em bandejas de isopor com 128 células, substrato comercial
RIGA® e ao final de 10 dias foi avaliada a taxa de sobrevivéncia de cada variedade
(FIGURA 5H).

3.2.7. Analise estatistica
Todo o experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado.

A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro Wilk, a andlise de variancia foi
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realizada para verificar diferengas significativas entre os tratamentos, as porcentagens
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey. Utilizou-se o programa

estatistico R (R Development Core Team 2016).

3.4.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Embriogénese somatica

O uso da auxina sintética 2,4-D foi satisfatorio para obtencéo de calos nas trés
variedades estudadas. Esta primeira etapa é determinante para a embriogénese
somatica, a escolha do explante a ser utilizado, a composi¢cao do meio de cultura e o
agente indutor de calos sdo de extrema importancia para o método (Guerra et al. 1999,
Loyola-Vargas 2016).

De acordo com a analise de variancia nao houve interagao significativa entre
o tipo de explante e a concentragdo de 2,4-D utilizada. Porém, houve diferencga
significativa entre os tipos de explante e entre as concentragdes de 2,4-D para a
variedade RB036066. Os tratamentos com 3 e 18 uM de 2,4-D apresentaram os
maiores valores (65,6% e 62,6%), mas nao diferiram significamente da concentragao
de 9 uyM de 2,4-D (49,2%). Em relagdo ao tipo de explante utilizado, a porgdo do
palmito basal e a mediana foram as que obtiveram a maior formacédo de calos por
explante, 55,6% e 40% respectivamente (TABELA 1).

TABELA 1 - PORCENTAGEM DE EXPLANTES FOLIARES COM CALOS, CULTIVADOS EM MEIO
MS, EM FUNGCAO DA CONCENTRAGAO DE 2,4-D E DO TIPO DE EXPLANTE UTILIZADO (AOS 60
DIAS DE CULTIVO) E CONVERSAO DE CALOS (AOS 90 DIAS DE CULTIVO) DE CANA-DE-
AGUCAR, VARIEDADE RB036066.

Concentragao de 2,4-D (uM) Tipo de explante
0 1 3 9 18 Apical Mediano Basal
Explantes
com calos 0,0c 30,0b 65,6 a 49,2 ab 62,6 a 354b 40,0ab 556a
Calos 943a 833ab 833ab 50,0b
Convertidos

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05).

Uma das grandes dificuldades na cultura de tecidos € obter um protocolo
eficiente de propagagao. Uma cultura como a cana-de-agucar, que possui um genoma

altamente complexo, esbarra em muitas variagdes entre os gendtipos da mesma
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especie, levando a necessidade de se definir protocolos diferenciados para cada
variedade (Lal etal. 2015, Nogueira et al. 2019). Como podemos observar no presente
estudo houve variagdes nas respostas das variedades.

Para a variedade RB036088 também nao houve interagao significativa entre
o tipo de explante e a concentracdo de 2,4-D utilizada para a porcentagem de
explantes com calo e de calos convertidos em plantas. As maiores porcentagens de
explantes com calo foram obtidas nas concentracbes de 9 e 18 uM de 2,4-D (67,2%
e 76,8%), mas nao diferiram significamente da concentragéo 3 uM de 2,4-D (50,6%)
(TABELA 2). Mudry et al. (2013) obtiveram maior indugdo de massa calosa para a
variedade RB966928 também em concentragdes elevadas de 2,4-D (16 uM de 2,4-
D).

Para o tipo de explante a resposta foi similar a variedade RB036066, com as

porcdes basal superior a apical, mas sem diferir da mediana para a formacéao de calos.

TABELA 2 - PORCENTAGEM DE EXPLANTES FOLIARES COM CALOS, CULTIVADOS EM MEIO
MS, EM FUNGAO DA CONCENTRACAO DE 2,4-D E DO TIPO DE EXPLANTE UTILIZADO (AOS 60
DIAS DE CULTIVO) E CONVERSAO DE CALOS (AOS 90 DIAS DE CULTIVO) DE CANA-DE-
ACUCAR, VARIEDADE RB036088.

Concentragéo de 2,4-D (uM) Tipo de explante
0 1 3 9 18 Apical  Mediano Basal
Explantes
com calos Oc 24,0bc 50,6 ab 67,2 a 76,8 a 280b 39,0ab 56.4 a
Calos 542ab  72,8a 762a  262b
Convertidos

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05).

Na variedade RB036091 foi observada interacdo significativa entre as
variaveis concentragao e tipo de explante utilizado para a porcentagem de explantes
com calo (TABELA 3). Para a por¢ao apical do palmito as concentragbes de 3,9 e 18
MM de 2,4-D nao apresentaram diferenga significativa. A por¢ao mediana do palmito,
na concentragao de 9 pM de 2,4-D, apresentou a maior porcentagem de explantes
com calo, 52%, porém néo se diferiu significamente das concentragdes 1, 3 e 18 uM
de 2,4-D. A base do palmito, regido mais proxima do meristema, obteve maior
porcentagem de explantes com calos na concentragéo de 3 uM de 2,4-D (90%), porém

nao se diferiu significamente das outras concentragdes.
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As concentracdes de 1 e 3 uM de 2,4-D apresentaram diferenga significativa
em relagao ao tipo de explante. A porgcao basal do palmito que apresentou a maior
porcentagem de explantes com calos, 68% e 90% respectivamente, e foi
significamente superior as outras, nas duas concentragdes. As demais concentragoes

nao apresentaram diferenca significativa para esta variavel (TABELA 3).

TABELA 3 - PORCENTAGEM DE EXPLANTES FOLIARES COM CALOS, CULTIVADOS EM MEIO
MS, EM FUNGAO DA CONCENTRACAO DE 2,4-D E DO TIPO DE EXPLANTE UTILIZADO (AOS 60
DIAS DE CULTIVO) E CONVERSAO DE CALOS (AOS 90 DIAS DE CULTIVO) DE CANA-DE-AGUCAR
DA VARIEDADE RB036091.

Tipo de Explante Calos convertidos
Concentragao de _ , (%)
2,4-D (uM) Apical Mediana Basal
0 0 bA 0 bA 20 bA -
1 0bB 4 abB 68 abA 47,50
3 12 abB 44 abB 90 aA 35,70
9 52 aA 52 aA 56 abA 27,70
18 52 aA 28 abA 60 abA 25

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiusculas na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p <0,05).

Apesar da variabilidade genética da cultura e as respostas distintas de cada
variedade para a porcentagem de explantes com calos, as trés apresentaram resposta
semelhante ao tipo de explante utilizado. Os explantes da por¢ao basal do palmito
foram em média 23% e 29% superiores aos explantes medianos e apicais,
respectivamente, na formagédo de calos, uma das justificativas para tal fato é a
proximidade da regido ao meristema apical da planta. A regido meristematica possui
uma elevada concentragdo de citocinina endogena, que em contato com os niveis
elevados de auxina exogena fizeram um balango auxina-citocinina favoravel a divisao
celular (Taiz e Zeiger 2002; Lakshmanan et al. 2006). Além disso, células mais jovens
tem maior competéncia embriogénica. Observando os valores encontrados para tipo
de explante é visivel que quanto mais distante do meristema menor a porcentagem
de explantes com calos, as células mais distais possuem um potencial regenerativo
reduzido (Lakshmanan et al. 2005). Ho e Vasil (1983) demonstraram que os explantes
com 2,5 cm de distancia do meristema apresentam em torno de 90% de indugéo de
calos, a partir de 5 cm de distancia a porcentagem cai para 40% no clone 68-1067 de

cana-de-agucar.
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Em monocotiledéneas a competéncia embriogénica € mais restrita a células
de origem embrionarias ou meristematicas, porém células somaticas altamente
especializadas podem ter competéncia induzida (Taiz e Zeiger 2002; Fehér et al.
2003). O inicio da via embriogénica é restrito apenas a certas células responsivas que
tém o potencial de ativar os genes envolvidos na geragao de células embriogénicas.
Tem sido proposto que as células responsivas conteriam um grande numero de
receptores para os reguladores de crescimento presentes no meio de cultura, no caso
auxinas. A regulacdo da resposta da planta é influenciada pela concentragdo de
reguladores vegetais, alteragdes na sensibilidade e quantidade dos receptores nas
células responsivas. Esta € uma das hipoteses para a variacdo da competéncia
embriogénica de explantes (Guerra et al. 1999; Von Arnold 2008).

Lakshmanan et al. (2005) testaram trés fontes de explantes, proximal,
mediano e distal em relagdo ao meristema para cana-de-agucar e obtiveram
resultados similares aos descritos neste trabalho, quanto mais préoximo da regido
meristematica maior o numero de explantes com calos. Lakshmanan et al. (2005)
sugerem que possivelmente as células morfogenicamente competentes nos explantes
de segmentos distais possam ter um nivel reduzido de competéncia e,
consequentemente, um nivel mais elevado de sinal indutivo é necessario para torna-
las embriogénicas. Isso reforca os resultados encontrados neste trabalho, as
concentracdes de 9 e 18 uM de 2,4-D formaram mais de 40% de explantes com calos,
para a variedade RB036091, no segmento apical do palmito quando comparado as
concentracdes de 1 e 3 yM de 2,4-D.

A presenca de regulador vegetal no meio de cultura é fundamental para a
embriogénese somatica, como foi observado no tratamento sem adicao de 2,4-D, que
praticamente ndo houve formagao de calos. Dewanti et al. (2016) e Alcantara et al.
(2014) também demonstraram que a auséncia de 2,4-D é desfavoravel a
embriogénese somatica.

O uso de auxina, principalmente 2,4-D, como agente indutor da embriogénese
somatica € amplamente utilizado para diversas culturas, como exemplo arroz (Ahmad
et al., 2013), milho (Lucena et al., 2015), trigo (Seldimirova et al. 2019) e soja (Raza
etal. 2020). Na maior parte das culturas apenas o uso de uma auxina é suficiente para
estimular a totipoténcia celular, porém algumas espécies necessitam da combinagao
de diferentes auxinas ou a combinacdo auxina-citocinina (Von Arnold 2008). O

balango auxina e citocinina pode regular a morfogénese vegetal e, em alguns casos,
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pode ser o fator determinante da resposta da embriogénese por participar diretamente
na regulacao do ciclo e na divisdo celular (Taiz et al. 2017). Em cana-de-agucar
Alcantara et al. (2014) testaram meio MS com 2,4-D e diferentes combina¢des das
citocininas BAP e KIN para as variedades RB855156 e RB72454, foi observado que
o0 meio MS com 13,5 uM de 2,4-D apresentou as maiores porcentagens de indugéo
de calos, 70% e 65% respectivamente. Raza et al. (2012) testaram meio MS com 2,4-
D, MS com KIN e diferentes combinagdes dos dois reguladores para a variedade BL4,
notou-se que apenas KIN no meio nao formou calos e que altas concentracdes de KIN
(9 e 18 uM) em combinagdes com 2,4-D teve efeito inibitério na formagao de calos, a
maior quantidade de indug¢ao de calos foi no meio MS com 4,5, 9 e 18 uM de 2,4-D.

Uma auxina exdgena forte aumenta a concentragao de auxina endogena, que
vai atuar na reprogramacgao génica do tecido somatico (Nic-Can e Loyola-Vargas
2016). A forma como a auxina atua ainda nao esta bem esclarecida. Uma das
hipéteses é de que a auxina influencia na metilagdo do DNA para que haja uma
reprogramacao génica embrionaria (Von Arnold 2008).

A auxina tem uma agao de extrema importancia na embriogénese somatica,
pois desempenha um papel importante no desenvolvimento da polaridade na estrutura
do embrido, sendo a padronizagao apical-basal durante a embriogénese determinante
para a obtengcdo de embrides somaticos normais (Larsson et al. 2008; Filonova et al.
2000). Entretanto, devem se manter niveis baixos de concentragdes de auxinas para
garantir a formagdo de embrides normais em varias espécies de plantas
(Abrahamsson et al. 2012).

Os calos embriogénicos de cana-de-agucar (FIGURA 6A) se caracterizam por
serem compactos e lisos, sdo formados por células com caracteristicas
embriogénicas, ja os ndo embriogénicos sao friaveis ou macios e translucidos
(Lakshmanan et al. 2006, Ho e Vasil 1983). Histologicamente os calos embriogénicos
apresentam células com formato arredondado, nucleos proeminentes, alto indice
nucleo:citoplasma, pequenos vacuolos e estruturas globulares organizadas. Ja os ndo
embriogénicos apresentam células dispersas, alongadas e vacuoladas, com uma
baixa rela¢do nucleo:citoplasma (Silveira et al. 2013).

As massas calosas podem ser distinguidas também por caracteristicas
citoquimicas, células que reagem fortemente ao corante Carmin Acético e fracamente
ao corante Azul de Evans sao embriogénicas (Guerra et al. 1999). A cor vermelha

observada nas massas que reagiram com o Carmin indica fortemente o potencial
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embriogénico do material (Gupta e Durzan, 1987). Na FIGURA 6 é possivel visualizar
que o teste de coloragao indicou a presenga de células embriogénicas e apresentou
algumas das diferengas entre os calos embriogénicos e nao embriogénicos obtidos
neste estudo. As massas consideradas embriogénicas pela sua morfologia em contato
com o Carmin Acético apresentaram coloragéo vermelho intenso e uma formacao de
calos mais uniforme e de caracteristica arredondada (FIGURA 6D). Os calos
considerados ndo embriogénicos pela morfologia apresentaram coloragao alaranjada
e formagao desuniforme com aspecto gelatinoso, a cor alaranjada demonstra que as
células do material ttm um baixo potencial embriogénico (FIGURA 6C). O teste
também foi realizado com massas que apresentavam oxidacdo, € mesmo com
oxidagao presente foi possivel perceber uma leve coloragao avermelhada em alguns
pontos (FIGURA 6B), mostrando que estas células estdo perdendo o potencial

embriogénico.

FIGURA 6 - ASPECTOS DA MORFOGENESE DE CALOS DE CANA-DE-ACUCAR COM 55 DIAS DE
CULTIVO. A) MASSA CALOSA EM MEIO DE CULTURA COM 9 uM DE 2,4-D DESTACANDO
CELULAS EMBRIOGENICAS (E), CELULAS NAO EMBIOGENICAS (NE) E CELULAS OXIDADAS
(CO). B) TESTE CITOQUIMICO CARMIN ACETICO E AZUL DE EVANS EM CELULAS OXIDADAS.
C) TESTE CITOQUIMICO CARMIN ACETICO E AZUL DE EVANS EM CELULAS NAO
EMBRIOGENICAS. D) TESTE CITOQUIMICO CARMIN ACETICO E AZUL DE EVANS EM CELULAS
EMBRIOGENICAS.

FONTE: O autor (2019)

A presencga de calos embriogéncos € fundamental para a conversao dos calos
em massa verde, assim um numero elevado de calos ndo € necessariamente uma

forma de predizer o sucesso da embriogénese somatica. As concentragdes de 2,4-D
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que induziram a maior formacédo de calos ndo foram as mesmas que apresentaram
uma melhor converséo de calos. As variedades RB036066 e RB036091 apresentaram
maior porcentagem de conversao de calos na concentragao de 1 uM de 2,4-D (94,3%
e 47,5%). Mas, para a variedade RB036066, a concentragdo de 1 uyM nao diferiu
significativamente das concentragdes 3 e 9 (TABELA 1) e para a variedade
RB036091, nao diferiu das outras concentragdes (TABELA 3). Ja para a variedade
RB036088 a porcentagem de calos convertidos foi superior nas concentragdes de 3 e
9 uMde 2,4-D (72,8% e 76,2%) e nao diferiram da concentragdo de 1uM (TABELA 2).

O uso do 2,4-D na embriogénese somatica € muito eficiente para indugao de
calos, porém para conversao é necessario cultiva-los em auséncia de auxinas, pois 0
2,4-D bloqueia a progressao e desenvolvimento do embrido (Fehér 2005). Com a
retirada da auxina o bloqueio na expressdo de genes necessarios para a transigao
para estagio seguinte é liberada (Von Arnold 2008). A retirada do 2,4-D do meio de
cultura para a conversédo de calos de cana-de-agucar € comumente utilizada como
descrito nos trabalhos de Alcantara et al. (2014), Lakshmanan et al. (2006), Mudry et
al. (2013), Ferreira et al. (2017) e Kaur e Kapoor (2016). Os autores Heringer et al.
(2015) e Silveira et al. (2013) relataram o uso de carvao vegetal no meio de cultura
para diminuir o efeito residual do 2,4-D.

Ho e Vasil (1983) relatam que o 2,4-D, utilizado em altas concentragdes no
meio de cultura, acarreta na formagao de calos ndo-embriogénicos. A quantidade ou
tempo de exposi¢cao do material com 2,4-D em excesso, podem modificar a sequéncia
génica, logo a expressao celular, reprogramando genes especificos da embriogénese
somatica comprometendo a capacidade embriogénica da célula (Karami e Saidi
2010). Na Tabela 1 e 3, pode-se observar que houve maior taxa de conversao dos

calos no tratamento que ofereceu uma menor concentragcao de 2,4-D no meio.

3.4.2. Enraizamento
O enraizamento de espécies herbaceas é relativamente facil, comumente se
utiliza meio de cultura com concentracdo de sais reduzida. Para estas espécies
recomenda-se ndo utilizar auxina ou utiliza-la em concentragdes baixas, ja que o
rapido crescimento da parte aérea é uma fonte intensa de produgao de auxina, que
translocada para a base estimula a rizogénese (Grattapaglia e Machado 1998). A
variedade RB036066 manteve este padrao de comportamento, obteve maior

comprimento (20,54 cm) de raizes no meio de cultura com metade dos sais do MS.
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Porém, ndo apresentou diferenca estatistica para a area das raizes nos diferentes

tratamentos.

FIGURA 7 - EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA PARA ENRAIZAMENTO DAS
VARIEDADES RB036091, RB036066 E RB036088 DE CANA-DE-AGCUCAR COM 15 DIAS DE
CULTIVO. A) COMPRIMENTO DA MAIOR RAIZ, B) AREA DAS RAIZES (CM?). CULTIVO NOS MEIOS
DE CULTURA MS, MS COM ADIGAO DE 70G L' DE SACAROSE, MS COM 2,46 uM DE AIB E MS
COM METADE DOS SAIS. MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA LETRA MAIUSCULA NAO DIFEREM
ENTRE SI PELO TESTE TUKEY P <0,01.

25 ~ ORB036091 ERB036066 BRB036088
A

20 + A

10 +

Comprimento da maior raiz (cm)

MS + 30g de sacarose  MS + 70g de sacarose MS + 30g de sacarose + MS/2 + 30g de sacarose
2.46 uM AIB

437 ORB036091 ERB036066 ERB036088

A
A

3.5 ~

25 =

Area das raizes (cm?)

MS + 30g de sacarose MS + 70g de sacarose MS + 30g de sacarose +MS/2 +30g de sacarose
2,46 uM AIB

FONTE: O autor(2020)
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Diferentemente, para o comprimento da maior raiz e area das raizes, das
variedades RB036088 e RB036066, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (FIGURA 7).

A disponibilidade de uma fonte de energia é indispensavel para a rizogénese,
para a formagao de raizes existe a necessidade de energia e carboidratos, que na
micropropagacao sao oriundos de uma fonte externa. O carbono exdgeno no meio
serve como fonte de energia influenciando na fisiologia da planta, diferenciacao,
inducdo e formacéo de orgaos (Mothé et al. 2008; Calvete et al. 2002). Em cana-de-
agucar Khan et al. (2006) e Kaur e Kapoor (2016), relataram o usode 60 e 70 g L-" de

sacarose em combinagdo com auxinas para enraizamento.

TABELA 4 - TAXA DE SOBREVIVENCIA DAS VARIEDADES RB036091, RB036066 E RB036088 EM
FUNCAO DOS MEIOS DE CULTURA PARA ENRAIZAMENTO. CULTIVO NOS MEIOS DE CULTURA
MS, MS COM ADICAO DE 70G L-1 DE SACAROSE, MS COM 2,46 uM DE AIB E MS COM METADE
DOS SAlS.

Taxa de sobrevivéncia

Tatamentos RB036091 RB036066 RB036088
MS 90% 30% 100%
MS + 70g de sacarose 100% 80% 100%
MS +246 uM de AIB  100% 80% 100%
MS/2 100% 100% 100%

Capellades et al. (1991) propde que altas concentra¢des de sacarose no meio
de cultura aumentam o acumulo de amido nas folhas que podem funcionar como
orgéaos de reserva, liberando energia durante a aclimatizacdo. No caso das variedades
RB036091 e RB036088 a taxa de sobrevivéncia na aclimatizagéo foi de 100% para o
tratamento MS com adigdo de 70g L' (TABELA 4). Por outro lado, o uso de
concentragdes elevadas de sacarose no enraizamento pode ser prejudicial para o
condicionamento das plantas ao estado fotoautotrofico durante a aclimatizagado, como
para a variedade RB036066 que apresentou 80% de taxa de sobrevivéncia.

O processo de formagao de raizes pode ser dividido em indugao, iniciagédo e
alongamento, as duas primeiras fases sdo dependentes de auxina e o alongamento é
inibido pela presenca de auxinas (Taiz et al. 2017). O meio de cultura MS acrescido
de 2,46 yM de AIB de maneira geral apresentou as menores médias para as trés

variedades, possivelmente o AIB teve um efeito inibitério no crescimento das raizes.
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Porém quando os explantes foram aclimatizados a taxa de sobrevivéncia foi de 100%
para as variedades RB036088 e RB036091 e de 80% para a RB036066,
possivelmente com a retirada do AIB houve o crescimento das raizes. Divergindo
destes resultados, Alcantara et al. (2014) relataram éxito no enraizamento com o uso
de 2,5 uM de AIB para a variedade RB855156 e 5,0 uM de AIB paraa RB72454.

Em contrapartida o meio de cultura apenas com MS apresentou a menor taxa
de sobrevivéncia para a variedade RB036066, 30% de plantas vivas, a alta
concentragao de sais tende a inibir todas as fases do enraizamento. Entretanto, para
as outras variedades a taxa de sobrevivéncia foi de 100% para RB036088 e de 90%
para a RB036091.

3.6.CONCLUSOES

Nas condicbes do presente trabalho foi concluido que o uso de 2,4-D é
fundamental para a inducéo de calos nas 3 variedades estudadas. A regido basal do
palmito apresenta maior capacidade de regeneragdo. Para a indugédo de calos e
conversao nas variedades RB036066 e RB036091 recomenda-se a concentragao de
3 UM de 2,4-D e para a variedade RB036088 a concentracdo de 9 uM de 2,4-D. A
conversao de calos deve ser realizada na auséncia de 2,4-D e a multiplicagado dos
brotos em 0,46 uM de cinetina (KIN) e 0,88 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) para as
3 variedades. O enraizamento no meio MS com adig¢éo de 70 g L' de sacarose para
as variedades RB036088 e RB036091 e o meio MS com metade da concentracao de
sais para a variedade RB036066 foram os mais favoraveis ao enraizamento e

aclimatizagao das variedades.

REFERENCIAS

Abrahamsson, Malin, Silvia Valladares, Emma Larsson, David Clapham, and Sara
von Arnold. 2012. Patterning during somatic embryogenesis in Scots pine in relation
to polar auxin transport and programmed cell death. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture 109: 391-400. https://doi.org/10.1007/s11240-011-0103-8.

Ahloowalia, B. S., and A. Maretzki. 1983. Plant regeneration via somatic
embryogenesis in sugarcane. Plant Cell Reports 2: 21-25.

Ahmad, Fauzuah lllyas, Nur Shafigoh Johan, and Alina Wagiran. 2013. Effect of 2 ,4-
D on Embryogenic Callus Induction of Malaysian indica Rice (Oryza sativa L.)
Cultivars MR123 and MR127. Jurnal Teknologi 64: 75—78.



66

Alcantara, Giovana Bomfim de, Roberson Dibax, Ricardo Augusto De Oliveira, Joao
Carlos Bespalhok Filho, and Edelclaiton Daros. 2014. Plant regeneration and
histological study of the somatic embryogenesis of sugarcane (Saccharum spp.)
cultivars RB855156 and RB72454. Acta Scientiarum. Agronomy 36: 63.
https://doi.org/10.4025/actasciagron.v36i1.16342.

Brisibe, Ebiamadon Andi, Daisuke Nishioka, Hiroshi Miyake, and Takeshi Taniguchi.
1993. Developmental electron microscopy and histochemistry of somatic embryo
differentiation in sugarcane. Plant Science 89: 85-92.

Calvete, Eunice Oliveira, Atelene Normann Kampf, Homero Bergamaschi, and
Rafael henrique Schuur Daudt. 2000. Avaliagao do crescimento de plantas de
morangueiro durante a aclimatizagcéo ex vitro. Horticultura brasileira 18: 188—192.

Capellades, Montserrat, Raoul Lemeur, and Pierre Debergh. 1991. Effects of sucrose
on starch accumulation and rate of photosynthesis in Rosa cultured in vitro. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture 25: 21-26. https://doi.org/10.1007/BF00033908.

Dewanti, Parawita, Laily llman Widuri, Choirul Ainiyati, Purnama Okviandari, Maisaro,
and Bambang Sugiharto. 2016. Elimination of SCMV (Sugarcane Mozaik Virus) and
Rapid Propagation of Virus-free Sugarcane (Saccharum officinarum L.) Using
Somatic Embryogenesis. Procedia Chemistry 18: 96—102.
https://doi.org/10.1016/j.proche.2016.01.016.

Fehér, Attila. 2005. Why somatic plant cells start to form embryos? Plant Cell
Monographs 2: 85-101. https://doi.org/10.1007/7089_019.

Fehér, Attila, Taras P. Pasternak, and Dénes Dudits. 2003. Transition of somatic
plant cells to an embryogenic state. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 74: 201—
228. https://doi.org/10.1023/A:1024033216561.

Ferreira, Lais Tomaz, Marina Medeiros de Araujo Silva, Claudia Ulisses, Terezinha
Rangel Camara, and Lilia Willadino. 2017. Using LED lighting in somatic
embryogenesis and micropropagation of an elite sugarcane variety and its effect on
redox metabolism during acclimatization. Plant Cell Tiss Organ Cult 128. Springer
Netherlands: 211-221. https://doi.org/10.1007/s11240-016-1101-7.

Filonova, Lada H, Peter V Bozhkov, V ladimir B Brukhin, Geoffrey Daniel, Boris
Zhivotovsky, and Sara von Arnold. 2000. Two waves of programmed cell death occur
during formation and development of somatic embryos in the gymnosperm, Norway
spruce. Journal of Cell Science 113: 4399-4411.
https://doi.org/10.1002/chem.201103517.

Gallo-Meagher, M., R G English, and A Abouzid. 2000. Thidiazuron stimulates shoot
regeneration of sugarcane embryogenic callus. In Vitro Cell. Dev. Biol 36: 37—40.

Grattapaglia, Dario, Marcos A. Machado. Micropropagacao. 1998. Micropropagagao.
In: Cultura de tecidos e transformagéo genética de plantas, ed. Antdnio Carlos
Torres, Linda Styer Caldas, José Amauri Buso, 183-260. Brasilia: Embrapa-
SPI/Embrapa — CNPH.

Guerra, Miguel Pedro, Anténio Carlos Torres, Joao Batista Teixeira. 1999.
Embriogénese somatica e sementes sintéticas. In: Cultura de tecidos e



67

transformagé&o genética de plantas, ed. Antdnio Carlos Torres, Linda Styer Caldas,
José Amauri Buso, 533-568. Brasilia: Embrapa-SPI/Embrapa — CNPH.

Gupta, Pramod K., and Don J. Durzan. 1987. Somatic embryos from protoptasts of
loblolly pine proembryonal cells. Bio/Technology 5: 710-712.
https://doi.org/10.1038/nbt0787-710.

He, D. G., G. Tanner, and K. J. Scott. 1986. Somatic embryogenesis and
morphogenesis in callus derived from the epiblast of immature embryos of wheat
(Triticum aestivum). Plant Science 45: 119—-124. https://doi.org/10.1016/0168-
9452(86)90047-6.

Heinz, Don J, and Grace W P Mee. 1969. Plant Differentiation from Callus Tissue of
Saccharum Species. Crop Science 9: 3-5.

Heringer, Angelo Schuabb, Tatiana Barroso, Amanda Ferreira Macedo, Claudete
Santa-, Gustavo Henrique, Martins Ferreira, Eny lochevet, and Segal Floh. 2015.
Label-Free Quantitative Proteomics of Embryogenic and Non-Embryogenic Callus
during Sugarcane Somatic Embryogenesis. Plos One 10: 1-23.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0127803.

Ho, Wai Jane, and Indra K. Vasil. 1983. Somatic Embryogenesis in Sugarcane
(Saccharum officinarum L.) I. The Morphology and Physiology of Callus Formation
and the Ontogeny of Somatic Embryos. Protoplasma 118: 169—-180.

Karami, Omid, and Abbas Saidi. 2010. The molecular basis for stress-induced
acquisition of somatic embryogenesis. Molecular Biology Reports 37: 2493—2507.
https://doi.org/10.1007/s11033-009-9764-3.

Kaur, Rupinder, and Manish Kapoor. 2016. Plant Regeneration Through Somatic
Embryogenesis in Sugarcane. Sugar Tech 18: 93-99.
https://doi.org/10.1007/s12355-015-0380-3.

Khan, Imtiaz Ahmed, M Umar Dahot, Shafgat Yasmin, Abdullah Khatri, Nighat
Seema, and Mazhar H Naqvi. 2006. Effect of sucrose and growth regulators on the
micropropagation of sugarcane clones. Pak. J. Bot. 38: 961-967.

Lakshmanan, Prakash, R Jason Geijskes, Karen S. Aitken, Christopher P L Grof,
Graham D. Bonneti, and Grant R Smith. 2005. Sugarcane Biotechnology: The
Challenges and Opportunities. /In Vitro Cell. Dev. Biol 41: 345-363.
https://doi.org/10.1079/IVP2005643.

Lakshmanan, Prakash, R Jason Geijskes, Lifang Wang, Adrian Elliott, Christopher P
L Grof, Nils Berding, and Grant R Smith. 2006. Developmental and hormonal
regulation of direct shoot organogenesis and somatic embryogenesis in sugarcane (
Saccharum spp . interspecific hybrids ) leaf culture. Cell biology and morphogenesis
25:1007-1015. https://doi.org/10.1007/s00299-006-0154-1.

Lal, M, A K Tiwari, and G N Gupta. 2015. Commercial Scale Micropropagation of
Sugarcane : Constraints and Remedies. Sugar Tech 17: 339-347.
https://doi.org/10.1007/s12355-014-0345-y.

Larsson, Emma, Folke Sitbon, Karin Ljung, and Sara Von Arnold. 2008. Inhibited



68

polar auxin transport results in aberrant embryo development in Norway spruce. New
Phytologist 177: 356—366. https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2007.02289.x.

Loyola-Vargas, Victor M. Loyola-Vargas, and Neftali Ochoa-Alejo Ochoa-Alejo. 2016.
Somatic Embryogenesis. An Overview. In Somatic Embryogenesis : Fundamental
Aspects and Applications, ed. Victor Loyola-Vargas M. and Neftali Ochoa-Alejo, 1—
10. Springer Switzerland. https://doi.org/1007/978-3-319-33705-0.

Lucena, Ana Luisa Monezi, Inove Batista de Oliveira Eloi, Claudete Aparecida
Mangolin, and Maria de Fatima Pires da Silva Machado. 2015. Embriogénese
Somatica em Milho: Trajetoria e Eficiéncia. Plant Cell Cult. Micropropag. 11: 33-53.

Mothé, Georgia Peixoto Bechara, Alena Torres Netto, Luis Eduardo Campos Crespo,
Eliemar Campostrin Crespo.2008. Eficiéncia fotoquimica e caracteristicas de
crescimento da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) cultivada in vitro em
diferentes concentragbes de sacarose e qualidade de luz. Plant Cell Culture
Micropropagation 4: 84-91.

Mudry, Clarissa de Souza, Diego Kyochi Katayama De Souza, Roberson Dibax,
Giovana Bomfim De Alcantara, and Joao Carlos Bespalhok Filho. 2013.
Embriogénese somatica da cultivar RB966928 e do clone RB986419 de cana-de-
acucar (Saccharum spp.). Semina:Ciencias Agrarias 34: 1023-1032.
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2013v34n3p1023.

Murashige, Toshio, and Folke Skoog. 1962. A revised medium for rapid growth and
bio assays with tabacoo tissue cultures. Physiologia Plantarum 15: 473-497.

Nic-Can, G.l., Loyola-Vargas, V.M. (2016). The Role of the Auxins During Somatic
Embryogenesis. In: Loyola-Vargas, V., Ochoa-Alejo, N. (eds) Somatic
Embryogenesis: Fundamental Aspects and Applications. Springer, Cham.
https://doi.org/10.1007/978-3-319-33705-0_10

Nogueira, Gabriela Ferreira, Zanderluce Gomes Luis, Moacir Pasqual, and Jonny
Everson Scherwinski-Pereira. 2019. High-efficiency somatic embryogenesis of a
broad range of Brazilian Saccharum spp. hybrids (sugarcane) varieties using
explants from previously established in vitro plants. In Vitro Cellular and
Developmental Biology - Plant 55: 26—35. https://doi.org/10.1007/s11627-018-09954-
2.

R DEVELOPMENT CORE TEAM (2016) R: A language and environment for
statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN
3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org.

Raza, Ghulam, Mohan B. Singh, and Prem L. Bhalla. 2020. Somatic Embryogenesis
and Plant Regeneration from Tritordeum. Plants 9: 1-10.
https://doi.org/10.1111/j.1439-0523.1989.tb00377 .x.

Raza, Saboohi, Syeda Qamarunisa, Mushtaq Hussain, Ishrat Jamil, Sadia Anjum,
Abid Azhar, and Javed Ahmed Qureshi. 2012. Regeneration in sugarcane via
somatic embryogenesis and genomic instability in regenerated plants. Journal of
Crop Science and Biotechnology 15: 131-136. https://doi.org/10.1007/s12892-011-
0111-6.



69

RIDESA. 2015. Liberagao Nacional de Variedades “RB” de cana-de-acgucar. Curitiba:
Editora Graciosa.

Schneider, Caroline, A., Rasband, Wayne, S. and Eliceiri, Kevin, W. (2012). NIH
Image to ImageJ: 25 years of image analysis. Nature Methods, 9(7), 671—
675. doi:10.1038/nmeth.2089

Seldimirova, O. A., G. R. Kudoyarova, N. N. Kruglova, I. R. Galin, and D. S. Veselov.
2019. Somatic Embryogenesis in Wheat and Barley Calli in vitro Is Determined by the
Level of Indoleacetic and Abscisic Acids. Russian Journal of Developmental Biology
50: 124-135. https://doi.org/10.1134/s1062360419030056.

Silveira, Vanildo, Aline Martins de Vita, Amanda Ferreira Macedo, Maria Fernanda
Ribeiro Dias, Eny lochevet Segal Floh, and Claudete Santa-Catarina. 2013.
Morphological and polyamine content changes in embryogenic and non-embryogenic
callus of sugarcane. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC) 114: 351-364.
https://doi.org/10.1007/s11240-013-0330-2.

Steiner, Neusa, Francine L. Farias-Soares, Eder C. Schmidt, Maria L.T. Pereira,
Bruna Scheid, Gladys D. Rogge-Renner, Zenilda L. Bouzon, Daniela Schmitz, Sara
Maldonado, and Miguel P. Guerra. 2015. Toward establishing a morphological and
ultrastructural characterization of proembryogenic masses and early somatic
embryos of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Protoplasma, (2016), 253, (487-
501), 10.1007/s00709-015-0827-0). Protoplasma 254: 1467 .
https://doi.org/10.1007/s00709-017-1080-5.

Taiz, Lincon, Eduardo Zeiger. 2002. Fisiologia Vegetal. Masachusetts: Sinauer
Associetes. p. 517-540.

Taiz, L.; Zeiger, E.; Moller, I. M.; Murphy. A. Fisiologia e desenvolvimento vegetal, 62
Edig4o. Porto Alegre: Artmed, 2017.

UNICA. 2016. Setor sucroenergético no Brasil uma visdo para 2030. Ministério de
Minas e Energia.

Von Arnold, S. 2008. Somatic Embryogenesis. In Plant Propagation by Tissue
Culture, ed. Edwin F. George, Michael A. Hall, and Geert-Jan De Klerk, 3rd ed., 335—
350. Dordrecht: Springer



70

4 CAPITULO Il: TRANSFORMAGAO GENETICA DE CANA-DE-AGUCAR,
VARIEDADE RB036088, UTILIZANDO O GENE P5CS PARA TOLERANCIA
AO ESTRESSE HIDRICO

RESUMO

O estresse hidrico afeta diretamente a cana-de-agucar, prejudicando a
produtividade e restringindo a sua expansdo para areas com irregularidades de
chuvas e sem irrigagao. Para mitigar os danos causados pelo estresse hidrico, o gene
P5CS de Vigna aconitifolia tem sido inserido em diferentes espécies para incremento
no teor de prolina visando o efeito osmoprotetor e osmoregulador. Assim, a construgao
pJS107, contendo o gene P5CS sob controle do promotor estresse induzido AIPC e
tendo o gene bar como marcador de selec&o, foi inserida em embrides somaticos de
cana-de-agucar, variedade RB036088, objetivando a integracao via biobalistica. Para
a biobalistica foram utilizadas microparticulas de tungsténio, pressao de ruptura de
1.200 psi e distancia entre o macrocarreador e material vegetal de 12 cm. A eficiéncia
da transformagao considerando os putativos selecionados em meio seletivo foi de 3%.
Foram obtidos eventos, confirmados por PCR pela amplificagdo gene de selecao bar.
Porém, eles ndo apresentaram sinal de expressao do gene bar na PCR em tempo real
e nao houve biossintese de prolina superior ao controle negativo quando os eventos
foram expostos, in vitro, a situagao de estresse (-0,9 Mpa). O método utilizado para
transformacao dos embrides foi eficiente, porém o conteudo de prolina nos eventos
foi inferior ao esperado.

Palavras-chave: Saccharum spp., Prolina, Biobalistica, Embriogénese Somatica.
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ABSTRACT

The drought stress directly affects sugarcane, harming productivity and
restricting its expansion to areas with irregular rainfall and water-limited environments.
To mitigate the damage caused by drought stress, the P5CS gene from Vigna
aconitifolia has been inserted in different species to increase the proline content,
aiming at the osmoprotective and osmoregulatory effect. Thus, the pJS107 construct
containing the P5CS gene under the control of the AIPC-induced stress promoter and
the bar gene as a selection marker, was inserted in sugarcane, RB036088,
embryogenic calli, aiming at the integration via biolistics. For biolistics, were used
tungsten microparticles, burst pressure of 1,200 psi and distance between the
macrocarrier and plant material of 12 cm. The transformation efficiency considering
the putatives selected in selective medium was 3%. They were obtained events,
confirmed by PCR through selection gene bar amplification. However, they do not
presented the gene bar expression signal on real time PCR and there was not proline
biosynthesis superior of negative control when the events were exposed, in vitro, to
stress situation (-0.9 Mpa). The method used for embryo transformation was efficient,
however the quantity of proline in the events was less than expected.

Key words: Saccharum spp., Proline, Biolistics, Somatic embryogenesis
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4.1.INTRODUGAO

O estresse hidrico causa grandes perdas para agricultura. Esse é o fator
ambiental mais limitante para a produtividade das culturas. A restricao hidrica afeta os
processos fisiolégicos, bioquimicos e morfolégicos das plantas, consequentemente
causando o declinio da producgao (BASU et al., 2016).

As preocupacdes com as alteracdes climaticas e a necessidade de aumento
de produtividade sinalizam para essa questdo. Pesquisas com esta tematica séo
recorrentes para diferentes culturas como, arroz, milho, algodao e trigo (WEBBER et
al., 2018; ZHANG et al., 2018; MAHMOOD et al., 2019; KIM et al., 2020). Para a cana-
de-agucar nao é diferente, estudos com o objetivo de entender o perfil génico durante
o estresse hidrico, as mudancas fisioldgicas e as perspectivas futuras para a cultura
diante de situacdes de escassez hidrica estdo sendo realizados. A busca pela
compreensao do comportamento das plantas e como aumentar a tolerancia ao
estresse sao importantes para manter a produtividade da cana-de-agucar
(LAKSHMANAN; ROBINSON, 2014; zhanget al., 2016; FERREIRA, et al., 2017).

A queda na produtividade da cana-de-agucar devido ao estresse hidrico é
uma realidade para os produtores. A safra 2018/2019 da cultura apresentou reducao
de 1,2 ton/ha na produtividade em relac&o a safra anterior, devido a irregularidade de
chuvas (CONAB, 2018). Além de reduzir a producdo, o estresse hidrico impede a
expansao do plantio para areas com irregularidade de chuvas sem o uso de irrigagao.

A cana-de-agucar é uma cultura exigente em agua, com uma meédia de 1.500
a 2.000 mm de chuvas anualmente. As fases do desenvolvimento mais criticas séo
perfilhamento e crescimento vegetativo (DOORENBOS; KASSAM, 1979). Para um
crescimento rapido e intenso ha necessidade de boa disponibilidade hidrica. O
comprimento dos internddios e a altura das plantas séo sensiveis e ficam prejudicados
em situacao de estresse, afetando diretamente a produtividade e a eficiéncia industrial
da cultura (PIRES; ARRUMA; SAKI, 2008). O estresse hidrico € benéfico para a cana-
de-agucar no periodo de maturacdo, quando as plantas passam a acumular agucar
nos colmos, porém quando a maturagdo € antecipada devido a irregularidade de
chuvas, a colheita € realizada com plantas com internédios curtos, mais baixas e

menos produtivas.
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Um dos objetivos do melhoramento genético € desenvolver variedades
tolerantes ao estresse hidrico, caracteristica complexa, uma vez que envolve diversos
genes. Uma das ferramentas para auxiliar o melhoramento € a transformagéao
genética, que possibilita a introdugdo de um gene de interesse no DNA vegetal
(HUSSAIN; KAYANI; AMJAD, 2011; SANTOS et al.,, 2019). A cana-de-agucar
transgénica tolerante ao estresse hidrico ja € uma realidade, a Indonésia possui 2.000
hectares de cana-de-acucar plantados, variedade NXI-4T, liberada para cultivo
comercial no pais desde 2018 (ISAAA, 2019; LAJOLO; YOKOYAMA; CHEAVEGATTI
GIANOTTO, 2021).

As transformacgdes genéticas para a tolerdncia ao estresse hidrico tém
seguido linhas diferentes, como a introducédo de genes da familia DREB que atuam
na ativacdo de genes funcionais relacionados a tolerdncia ao estresse, genes
supressores de morte celular, como o AfBI-1, genes para superexpressao de solutos
compativeis, como o RmBetA que regula a produgao de glicina betaina e o P5CS, que
€ responsavel pela regulagao da prolina. A prolina por sua vez, € um aminoacido que
durante o estresse hidrico tem papel de osmoprotetor e osmorregulador (RAMIRO et
al., 2016; BALESTRO et al., 2017; ZHAO et al., 2020; BABU et al., 2021).

A prolina é capaz de reduzir o conteudo de espécies reativas ao oxigénio
(EROS) e de manter o turgor das células durante o periodo de estresse. Com
caracteristicas de solutos compativeis, também, proporciona uma fonte de carbono e
nitrogénio para as células ao final do periodo de estresse (VERSLUES; SHARMA,
2010; TAIZ et al., 2017).

A transformacgéo genética visando o aumento do conteudo de prolina tem
demostrado eficacia na tolerancia ao estresse hidrico da cana-de-agucar. Molinari et
al. (2007) transformaram a variedade RB855156 utilizando o gene P5CS de Vigna
aconitifolia e concluiram que a superprodugao de prolina protegeu as plantas contra o
estresse oxidativo causado pelo déficit hidrico. Os eventos apresentaram uma
producao de biomassa pelo menos 40% maior que as plantas nao transformadas ao
final de 12 dias de estresse. Também trabalhando com a superproducao de prolina,
Balestro et al. (2017) e Li et al. (2017) transformaram cana-de-agucar variedades
RB855536 e Guitang 21 com gene P5CS de V. aconitifolia e de cana-de-agucar,
respectivamente. Balestro et al. (2017) evidenciaram que as plantas transgénicas

acumularam alto teor de agucar soluvel e Li et al. (2017) que os eventos tiveram maior
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teor relativo de agua, clorofila, acido abscisico (ABA) e prolina, além de um menor teor
de conteudo de malondialdeido (MDA) quando comparados as plantas controle.

Além da escolha do gene de interesse para transformagdo genética, é
importante escolher qual a técnica sera utilizada para realizar a introducdo do gene
na cultura alvo. A biobalistica tem sido empregada com éxito para a cana-de-agucar.
Por ser um método fisico, ndo apresenta dificuldades em relagdo a incompatibilidade
de gendtipos. Porém, pode apresentar baixa eficiéncia e a integragao aleatéria de
multiplas copias do gene, resultando em composigdes irregulares e o silenciamento
génico (FERREIRA et al., 2017; KRISHNAN; MOHAN, 2017; ISMAGUL et al., 2018).

Assim, o objetivo deste trabalho foi transformar a variedade de cana-de-
acucar RB036088 por meio da biobalistica para a tolerancia ao estresse hidrico com
0 uso do gene P5CS de Vigna aconitifolia sob controle do promotor estresse induzido
AIPC.

4.2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micropropagacao de
Plantas e Transformagao Genética (CQB 114/99) do Departamento de Fitotecnia e
Fitossanidade do Setor de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parana,

Curitiba, Parana.

4.2.1. Material vegetal e condigdes gerais de cultura

Segmentos meristematicos de folhas imaturas (palmitos) de cana-de-agucar,
variedade RB036088, de aproximadamente 8 meses de idade, foram coletados na
unidade da RIDESA em Paranavai, PR, Brasil. Em cadmara de fluxo laminar eles foram
desinfestados em alcool (70%) por 5 minutos e hipoclorito de sédio (2%) por 25
minutos, seguido de triplice lavagem com agua deionizada autoclavada. As pontas
dos palmitos foram descartadas assim como a folha mais externa de cada um. Cada
palmito de aproximadamente 4 cm foi seccionado em discos de 2-3 mm. Os discos
foram dispostos em placas de Petri, contendo meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG 1962) vitaminas e compostos organicos do mesmo meio, suplementado com
30 g L' de sacarose, 6 g L' de agar e 9 uM &cido diclorofendxiacético (2,4-D). Apos
30 dias no escuro, os calos formados foram isolados e transferidos para uma nova

placa de petri contendo o mesmo meio de cultura, foram realizados 3 a 5 subcultivos
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em intervalos de 15 dias, as placas foram mantidas no escuro. Os calos que
apresentaram caracteristicas embriogénicas foram utilizados no bombardeamento. A
metodologia utilizada para inducdo de embrides somaticos é proveniente dos

melhores resultados do capitulo anterior.

4.2.2. Plasmideo pJ107

O vetor utilizado para a transformagao genética, plasmideo pJS107 (MOLINARI
et al., 2007), contém o gene P5CS de Vigna aconitifolia, sob controle do complexo
promotor estresse induzido AIPC. O promotor AIPC contém um elemento ABA
responsivo (ABRC1) de 49 pb do gene HVA22 de cevada (SHEN & HO, 1995), uma
versao minima de 180 pb da regido promotora do gene Actina 1 (pAct1-100) de arroz
e a sequéncia intron de 233 pb do gene HVA22. O gene marcador de selegao presente
no plasmideo é o bar, conferindo resisténcia ao herbicida glufosinato de amdnio, sob o
controle do promotor constitutivo CaMV 35S (FIGURA 8).

FIGURA 8 — DIAGRAMA DO PLASMIDEO pJS107 UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS DE
TRANSFORMAGAO GENETICA DE CANA-DE-AGUCAR.

BamHl| BamHlI Mot
\d

AIPC P5CS Tpin P35S bar Thos

Fonte: MOLINARI et al. (2007).

4.2.3. Transformagao genética

Para a transformacéo, calos embriogénicos foram mantidos, por 4 horas antes
do bombardeamento, em meio de cultura MS sais e vitaminas, acrescido de 50 mg L
"de arginina, 50 mg L' de cisteina, 0,15 mg L-" de acido citrico, 500 mg L-" de caseina
hidrolisada, 3 mg L' de 2,4-D, 20 mg L' de sacarose, 0,2 M de sorbitol e 0,2 M de
manitol.

A suspensao de microparticulas foi preparada de acordo com a metodologia
de Sanford et al. (1993), sendo utilizado 85 pL de suspensdo de particulas de
tungsténio (85 mg mL-"), 12,1 yL do plasmideo pJS107 (1 ug yL"), 121 yL CaCl2 (2,5
M) e 48,5 puL de espermidina (0,1 M). Para o bombardeamento, foi utilizado o

equipamento PDS-1000/He (Biorad®), com presséo de vacuo de 25” Hg e pressao de
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ruptura de 1.200 psi. A cada tiro, uma aliquota de 5 uL da suspensao de
microparticulas foi depositada na membrana carreadora, que se manteve a uma
distancia de 12 cm dos explantes.

Apds o bombardeamento, os calos foram transferidos para o meio de cultura
MS sais e vitaminas, suplementado com 30 g L-' de sacarose e 6 g L' de agar para a
regeneracao. As plantas regeneradas foram transferidas para o meio de selecéo
contendo 20 uM de glufosinato de aménio. As plantas selecionadas foram
multiplicadas em meio MS com adigédo de 0,1 mg L' de cinetina (KIN) e 0,2 mg L' de
6-benzilaminopurina (BAP).

As culturas foram mantidas a 27+1 °C sob fotoperiodo de 16 horas luz e

intensidade luminosa de 30 pmol m-2s-.

A taxa de eficiéncia da transformacao utilizando as plantas selecionadas em

meio seletivo (ET(ewms)) foi calculada utilizando a seguinte férmula:

Numero de plantas selecionadas em meio seletivo
- x100
Numero de calos bombardeados

ET(EMS) =

4.2.4. Andlise de integracao do transgene

A analise de integracédo do transgene foi realizada por reagcédo de cadeia de
polimerase (PCR) para detectar a presenga do gene bar nas plantulas selecionadas
em meio seletivo, conforme descrito por Molinari et al. (2007). O gene barfoi escolhido
para ser utilizado nesta etapa para evitar falso positivo, pois 0 P5CS ja € um gene
presente no genoma da cana-de-agucar.

Para a reagdgo de PCR foram utilizados os iniciadores 5'-
GTCTGCACCATCGTCAACC-3* e 5-GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC-3’ para a
amplificacdo de um fragmento de 450 pb. As reacdes foram submetidas ao seguinte
protocolo: 5 min a 94 °C, seguido de 40 ciclos de amplificagdo (1 min a 94 °C; 1 min
59 °C; 1 min a 72 °C) e extensao final de 5 min a 72 °C. As analises foram realizadas

pela empresa GoGenetic®.

4.2.5. Andlise da expressao do transgene
Os eventos confirmados pela PCR foram utilizados para a quantificagao relativa
da expressao do gene bar realizada por qPCR. O RNA de amostras das plantulas in

vitro, cultivadas em meio de cultura MS, foram extraidas para posterior sintese de
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cDNA. A PCR em tempo real foi realizada com SYBR green e com os iniciadores 5’-
GTCTGCACCATCGTCAACC-3' e 5-GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC-3 com um
tamanho de produto de 450 pb. O gene de referéncia utilizado foi 0 gene constitutivo
da cana-de-acucar EF-1a (EF581011.1), sendo amplificado pelos primers: 5’-
TTTCACACTTGGAGTGAAGCAGAT-3 e 5-GACTTCCTTCACAATCTCATCATAA-
3’. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata utilizando o seguinte programa: 2
min a 50 °C e 10 min a 95 °C seguido por 40 ciclos a 94 °C por 15 s e a 60 °C por 60
S (LING et al., 2014). Para cada evento transgénico, o nivel relativo de expressao do
gene bar foi calculado pela férmula 27222CT (limite do ciclo) com base nas curvas
padrédo e normalizacdo do gene de referéncia EF (Livak; Schmittgen, 2001). As

analises foram realizadas pela empresa GoGenetic®.

4.2.6. Quantificagédo de prolina

Para determinagao dos teores de prolina os eventos foram mantidos, por 15
dias, em meio de cultura MS sais e vitaminas, suplementado com sacarose (30 g L")
e manitol (0,36 M) para dar o potencial hidrico final de - 0,9 MPa. Foram realizados
dois tratamentos, 0 e -0,9 MPa devido a quantidade de material disponivel para a
avaliacédo (PARMAR; MOORE, 1968). Os tratamentos de cada evento e do controle
negativo eram compostos por 2 potes com 3 explantes cada. O controle negativo
utilizado nesta etapa foi um dos escapes verificados na PCR, ou seja, um putativo que
nao apresentou o gene bar na PCR. A escolha do potencial osmético de -0,9 MPa foi
baseado nos trabalhos de Cha-um e Kirdmanee (2009) e Oliveira et al. (2018).

Os teores de prolina foram determinados utilizando a metodologia descrita por
Bates (1973). Para isso, 200 mg de tecidos foliares foram macerados com 5 mL de
acido sulfosalicilico 3% e centrifugado a 10.000 rpm durante 5 minutos. Coletou-se 1
mL do centrifugado e adicionou-se 2 mL de solugado acida de ninhidrina (1,25 g de
ninhidrina, 30 mL de acido acético glacial, 20 mL de acido fosférico 6 M) e 2 mL de
acido acético glacial, em tubos de ensaio. As amostras foram incubadas a 100 °C por
60 minutos e em seguida resfriadas para concluir a reagdo. Adicionou-se entdo, 4 mL
de tolueno seguido de agitagdo em vortex por 15 a 20 segundos. O sobrenadante foi
utilizado para determinagdo da concentracédo de prolina por espectrofotometria (520

nm). As absorbancias foram comparadas a curva-padrao de L-prolina (0 a 100 pg mL-

1)_
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4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Transformacao Genética

A eficiéncia obtida na transformacéo considerando as plantas selecionadas
em meio seletivo (ET&wms)) contendo glufosinato de aménio da variedade RB036088
com o plasmideo pJS107 pelo método de biobalistica foi de 3%. Foram utilizados
1.230 calos embriogénicos no processo de transformacao, destes, 37 sobreviveram
ao cultivo em meio seletivo. Dos 37 materiais, 10 foram escolhidos aleatoriamente
para os testes de integragao do transgene.

A eficiéncia da transformacao (ET) da biobalistica pode ser influenciada por
diferentes fatores, como, o tipo e tamanho das microparticulas utilizadas como
carreadoras do DNA. Utilizar os microcarreadores no tamanho apropriado para a
célula alvo ira reduzir os danos e facilitara a recuperagcdo do material. Além do
tamanho das microparticulas, o material e a uniformidade interferem, particulas com
formatos irregulares tendem a facilitar a formacao de agregados, o que prejudica a
ET. Microcarreadores biologicamente inertes e atdxicos evitam a acidificagdo do DNA
e de alguns tipos de células (LACORTE et al., 1999; ALTPETER; SANDHU, 2010;
OZYIGIT; KURTOGLU, 2020). Matroodi et al. (2013) relataram que a ET de calos de
cana-de-agucar, variedade NCo310, bombardeados com microparticulas de ouro (1
pum de didmetro) foi 3 vezes superior quando comparado ao uso de microparticulas de
tungsténio (1,1 ym de didmetro). Seguindo a mesma linha, Ramasamy et al. (2018),
trabalhando com cana-de-agucar e cana energia, apontaram que a ET utilizando
particulas de ouro (0,3 a 0,6 ym de diametro) foi, aproximadamente, 2 vezes maior
que a eficiéncia das microparticulas de tungsténio (1,1 um de didmetro).

O tungsténio pode ser toxico para alguns tipos de células e pode oxidar
rapidamente. Porém, esta disponivel em diversos tamanhos e é facil de ser revestido
com DNA (SANFORD; SMITH; RUSSELL, 1993). Assim, tem sido utilizado para a
cana-de-agucar com eficacia. Zhang et al. (2014) obtiveram 8,5%, 4,66%, 2,35% e
2,81% de ETEwms) para cana-de-agucar, variedade FN 95-1702, transformada com os
genes pUBI-PMI, pUBI-BAR, pUBI-NPTII, pUBI-HPT, respectivamente. Resultados
préximos ao encontrado neste trabalho (3%). Ja, Yao et al. (2017) trabalhando com a
variedade Badila de cana-de-agucar e com o gene SCMV-CP, atingiram 0,07% de

ETEwms).
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Outro ponto importante para a ET, € a quantidade de DNA utilizado no preparo
da suspensdo de microparticulas. O uso de 1 yg yL' de DNA no preparo da
suspensao, como foi utilizado no presente trabalho, € comumente aplicado por
diferentes autores e para diferentes tipos de microcarreadores (MOLINARI et al.,
2007; ZHANG et al., 2014; MALHOTRA et al.,, 2016; BALESTRO et al., 2017;
MBAMBALALA; PANDA; VYVER, 2020). Porém, Khan et al. (2021), trabalhando com
transformagdo de cana-de-agucar, variedade CP-77/400, com o gene OsCsH2 e
microparticulas de ouro, observaram que ha diferenca na ET em funcido da
concentragdo de DNA. A concentragdo de 8,5 ug pL"' foi a mais eficiente para ET
(28%) quando comparada com as concentragbes de 2,8 ug uL' e 5,6 ug uL™.
Segundo Sanford, Smith e Russell (1993), o aumento na concentragdo de DNA da
suspensao pode elevar a ET, porém esta regra é valida para DNA com elevado grau
de pureza. Aparentemente, quando ha contaminagdo por proteinas, ocorre
aglomeragao das particulas durante o revestimento, reduzindo a ET.

Os parametros fisicos, como pressao, vacuo, distancia entre o tecido alvo e o
macrocarreador, sdo fatores criticos para a ET. A pressédo do gas hélio € a forga
aceleradora das microparticulas e juntamente com a distancia percorrida por elas até
tecido alvo é que irdo determinar a taxa penetracao dos microcarreadores no explante
(ANUNANTHINI; KUMAR; SATHISHKUMAR, 2017; OZYIGIT; KURTOGLU, 2020). O
ajuste da distancia entre o macrocarreador e o explante sdo fundamentais para a ET.
Trabalhando com cana-de-agucar, variedade NCo0310, Matroodi et al. (2013)
avaliaram as distancias de 6, 9 e 12 cm entre o macrocarreador e o tecido alvo. A
distdncia de 9 cm foi a que apresentou o maior numero de microcarreadores
significativos no explante. Zhang et al. (2014), utilizando cana-de-acgucar, variedade
FN95-1702, padronizaram a distancia de 6 cm, o disco de ruptura de 1.100 psi e
obtiveram ETEms) maxima de 8,5% e minima de 2,35% para os genes pUBI-PMI e
pUBI-NPTII respectivamente. Utilizando a mesma metodologia, distancia de 6 cm e o
disco de ruptura de 1.100 psi, Yao et al. (2017) obtiveram ETEwms) de 0,07% para a
variedade Badila de cana-de-agucar e gene SCMV-CP. Para o presente trabalho, foi
utilizado disco de ruptura 1.200 psi e uma distancia de 12 cm, com o objetivo de ter
maior dispersao das microparticulas, reduzir os danos nas células causados pela alta
velocidade e alta pressao dos microcarreadores e diminuir as chances da integragao

de mais de uma cépia do gene.
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Os fatores que afetam a velocidade e a taxa de penetracdo das microparticulas
no material vegetal interagem entre si. Press6es acima de 1.000 psi podem gerar um
alto impacto no explante, que pode ser compensado com o aumento da distancia entre
0 macrocarreador e o tecido alvo. A redugao nessa distancia, pode ser necessaria
quando a pressao de vacuo é reduzida ou as microparticulas sdo muito pequenas (0,1
a 0,3 uym). (SANFORD; SMITH; RUSSEL, 1995; ALTPETER; SANDHU, 2010;
ANUNANTHINI; KUMAR; SATHISHKUMAR, 2017). Além dessas interagdes, a cana-
de-agucar, por apresentar um genoma complexo, tem variagdes de ET a depender da
variedade e tipo de explante utilizado (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011;
FERREIRA et al, 2017).

Normalmente os alvos utilizados para a transformacao sao células saudaveis
que podem suportar as tensdes do processo de bombardeamento. A embriogénese
somatica €& largamente empregada na biobalistica de cana-de-acucar (BOWER,;
BIRCH, 1992; MOLINARI et al., 2007; MALHOTRA et al., 2016; RAMIRO et al., 2016;
KHAN et al., 2020; MBAMBALALA; PANDA; VYVER, 2020). Os embrides somaticos
sdo preferencialmente escolhidos, pois, estdo em constante divisdo, o que
potencializa a integragdo do DNA exdgeno, e possuem boa capacidade de
regeneracédo (ALTPETER; SANDHU, 2010).

Para reduzir os danos causados pelo bombardeamento, € comum que o
material alvo passe por um tratamento osmaético para melhorar a penetragao das
microparticulas e protegé-lo do rompimento e vazamento celular, diminuindo a
pressao de turgor (SANFORD, SMITH; RUSSEL, 1995; CHAKRABORTY et al., 2020).
Em cana-de-agucar, Matroodi et al. (2013), testaram meios de cultura com manitol,
sorbitol e manitol + sorbitol para o pré tratamento de calos embriogénicos da variedade
NCo0310. Foi constatado que o uso de 0,2 M sorbitol + 0,2 M manitol durante quatro
horas antes do bombardeamento foi duas vezes mais eficiente que o meio com
apenas manitol (0,4 M) ou apenas sorbitol (0,4 M). Outros autores como, Ramasamy
et al. (2018), Mbambalala et al. (2020) e Khan et al. (2020) também submeteram os
calos embriogénicos ao meio osmotico com manitol e sorbitol antes do
bombardeamento. Da mesma forma, no presente trabalho os calos foram mantidos

em meio osmotico, durante 4 horas, antes do inicio do processo.



81

4.3.2. Integracédo do Transgene
As plantas regeneradas em meio de cultura contendo 20uM de glufosinato de
amoénio somaram 37 putativos, desses, 10 foram escolhidos aleatoriamente para
analise de confirmacado da insercdo do gene P5CS. Avaliados por PCR, dos 10
eventos, 5 apresentaram PCR positivo para o gene bar. Os eventos positivos por PCR
sao: E12, E16, E24, E26, e 28 (FIGURA 9).

FIGURA 9 - ANALISES DE PCR DE CANA-DE-ACUCAR VARIEDADE RB036088 PARA O GENE bar
(450 pb). LINHA M -MARCADOR MOLECULAR; LINHAS E12, E16, E24, E26, E 28 — PLANTAS
TRANSGENICAS; LINHAS E1, E4, E19, E34, E35 — ESCAPES; LINHA C.N — CONTROLE NEGATIVO
DE CANA-DE-ACUCAR VARIEDADE RB036088 (PLANTA NAO TRANSFORMADA); C.P -
CONTROLE POSITIVO (PLASMIDEO PJS107).

M CP E1 E4 E12 E16 E19 E24 E26 E28 E34 E35 C.N

r -

As plantas provenientes dos eventos confirmados foram mantidas e
multiplicadas em laboratorio para os testes de expressao génica e analise do teor de

prolina.

4.3.3. Analise da expressao do transgene

Amostras dos eventos positivos para PCR, E12, E16, E24, E26, E28 e o
controle negativo, foram avaliadas quanto a expressao relativa do gene bar
comparado a expressao do gene constitutivo EF-1a. O gene referéncia EF-1a foi
escolhido devido a sua boa estabilidade ja apresentada em trabalhos anteriores com
cana-de-agucar (LING et al., 2014, SOUZA et al. 2019). Neste estudo ndo foi diferente,
ele foi estavel para todas as amostras testadas, com Ct (ciclo do threshold) variando
de 16 a 18 ciclos e a temperatura de melting (Tm) demonstrou um padrao especifico

com pico de + 83,2°C em todas as amostras de cDNA. Porém, os resultados dos
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eventos n&o exibiram sinal de expressédo para o gene bar. Eles apresentaram Ct
variando de 31 a 33 ciclos com Tm variando de 71 a 85°C.

Podem ser levantadas duas principais hipoteses para a ndo detecgéo do gene
bar nas plantas PCR positivas para esse gene. A primeira hipotese esta ligada ao
fendbmeno de silenciamento génico, podendo se dar pela metilagdo do DNA,
modificacdo das histonas e consequentemente remodelagdo da cromatina. A
segunda, ao primer utilizado que pode ter baixa eficiéncia para detecg¢ao do gene alvo
por gPCR, o que exigiria um redesenho do primer (BANDOPADHYAY et al., 2010;
RUIJTER et al., 2021).

Os valores de Ct elevados podem caracterizar, em casos de silenciamento,
gene alvo nao detectado ou a deteccdo de dimeros de primer. A formacao desses
dimeros se da pelos resquicios da reacao ou pela baixa eficiéncia do primer, que
quando ocorre, também resulta em valores de Ct elevados (MORGANTE; BLAWID,
2016; RUIJTER et al., 2021). A Tm variada pode sinalizar anormalidades na curva de
dissociacao, que pode ser causada pela baixa especificidade do primer. Valores de Ct
baixos, entre 18 e 25, eleva a especificidade da reagao e reduz a formacao de dimeros
(RUIZ-VILLALBA; RUIJTER; van den HOFF, 2021). O uso de amplicon com 80 a 120
pares de bases (pb) aumenta a eficiéncia da técnica, quanto menor o amplicon maior
a eficiéncia (MORGANTE; BLAWID, 2016). O primer utilizado para gPCR neste
trabalho possui 450pb, assim se faz necessario o redesenho do primer para melhor
conclusao desta etapa

O uso da PCR para avaliar a presenca ou auséncia do gene de interesse € uma
ferramenta importante para a avaliagdo dos eventos. Porém, a integragdo do
transgene por si s6 nao garante sua expressao. Para que o gene seja expresso
diferentes fatores sao decisivos, como o numero de copias do transgene inseridas no
DNA vegetal.

O numero de copias do transgene pode influenciar no nivel de expresséo e
estabilidade genética na planta. Durante o processo de transferéncia do gene alvo
para o DNA vegetal é possivel que ocorra a integragdo de mais de uma cépia do
transgene. Quando isto ocorre, pode haver redugdo na taxa de expressao ou
silenciamento génico (BANDOPADHYAY et al.,, 2010). Em cana-de-agucar estas
variagoes ja foram relatadas. Yao et al. (2017), pesquisando a variedade Badila de
cana-de-agucar transformada com o gene SCMV-CP, relataram que os eventos com

apenas uma copia do transgene foram imunes, resistentes e altamente resistentes ao
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virus do mosaico da cana-de-agucar. Ja os eventos que apresentaram duas ou trés
copias, foram suscetiveis ou moderadamente resistentes. Por outro lado, Molinari et
al. (2007) e Guerzoni et al. (2014) trabalharam com a variedade RB855156 de cana-
de-agucar transformada com o gene P5CS e observaram que eventos com uma e
duas cdpias do transgene nao mostraram diferenga estatistica para o conteudo de
prolina.

Controlar o numero de cépias que serao inseridas no DNA néo é facil, visto que
a transformacgao acontece de forma aleatéria. A escolha do método e os parametros
utilizados podem influenciar neste fator. Na biobalistica, a velocidade das
microparticulas, a disposi¢cao do material alvo e a distancia entre o macrocarreador e
o0 material biolégico sdo alguns dos parametros a serem considerados
(ANUNANTHINI; KUMAR; SATHISHKUMAR, 2017). Tradicionalmente o método de
transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens tende a integrar apenas uma
copia do gene. Entretanto, WU et al. (2015) trabalhando com cana-de-agucar,
variedade CP88-1762, transformada com o gene nptll pelos métodos de biobalistica
e A. tumefaciens, concluiram que ndo houve diferengas significativas entre os dois
métodos para ET, frequéncia de integracdo de copia unica e estabilidade da
expressao do transgene. Do mesmo modo, Joyce et al. (2014) observaram que a
transformagéo de cana-de-agucar (variedade Q117) utilizando os dois métodos,
produziram eventos de baixo numero de copias do transgene.

A inser¢cao de uma unica cépia do transgene é desejavel, porém mesmo assim
€ possivel que haja silenciamento dependendo da regidao de integragao no DNA. Esta
pode ocorrer em regides com diferentes niveis de expressédo, compactagao e tipo de
atividade. Acarretando na expressao irregular ou mista. Ademais, € possivel que a
integragdo seja de apenas uma parte do cassete. Ha, também a possibilidade, de
ocorrer um rearranjo espontaneo do DNA durante o processo de transferéncia,
causando danos na expressdo do gene (POWLOWSKI; SOMERS, 1996; KOHLI;
MIRO; TWYMAN, 2010; BANDOPADHYAY et al., 2010; MOLINARI et al., 2018).

O desenvolvimento de um fendtipo € complexo e requer a atividade em
conjunto e coordenada de proteinas e acidos nucleicos, que determinam se o gene
sera transcrito, e se ftranscrito, resultara na produgcdo de uma proteina
(BANDOPADHYAY et al., 2010). Esta regulacédo determina o nivel de expressao do
gene, que pode ser variavel. Rajasekaran et al. (2017) trabalhando com milho,

reportaram que entre os eventos transformados com o gene bar, houve variagdo nos
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niveis de tolerancia ao glufosinato de aménio. Os eventos que nao apresentaram
nenhum dano nas folhas causado pela aplicagao do glufosinato foram os que tiveram
0s maiores niveis de expressao do gene bar, ja 0os eventos que nao apresentaram
nenhuma expressao tiveram algumas lesdes. Mas, mesmo assim, a susceptibilidade
do controle negativo foi superior.

A realizacao de diferentes testes corrobora para o parecer quanto a tolerancia
ou susceptibilidade de uma planta transformada. Por este motivo, para o presente

estudo a quantificacdo da expressao do gene P5CS se faz necessaria.

4.3.4. Quantificacdo da Prolina

Houve diferenca para o teor de prolina entre os eventos e os potenciais hidricos
(FIGURA 10). O aumento no acumulo de prolina aconteceu em todos os eventos sob
estresse hidrico (-0,9 MPa). Os eventos E16, E24, E26, E28 apresentaram um
percentual de incremento de 117%, 233%, 196% e 111%, respectivamente. Porém, o

controle negativo apresentou 835% no ganho de prolina em condigbes de estresse.

FIGURA 10 - TEOR DE PROLINA LIVRE (uMOL/G DE MATERIA FRESCA) EM PLANTAS CONTROLE
E TRANSGENICAS DE CANA-DE-ACUCAR VARIEDADE RB036088 SUBMETIDAS A 15 DIAS DE
CULTIVO EM MEIO DE CULTURA COM POTENCIAL OSMOTICO DE OMPA E -9MPA.
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A prolina € um aminoacido com fungao osmoprotetora e osmorreguladora, ela
esta intimamente correlacionada com o estresse hidrico. Em situagao de estresse o
conteudo de prolina se eleva para contornar os danos causados pelo periodo critico
(MILNER; McCLELLAN; WOOD, 1987; KAUR; ASTHIR, 2015).

A principal via de sintese da prolina € regulada pela transcricdo do gene

P5CS que codifica a enzima chave pirrolina-5-carboxilase sintase (P5CS)
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(VERSLUES; SHARMA, 2010). Assim, a superexpressdao do gene tem sido
demonstrada como uma importante ferramenta para superar periodos de estresse
hidrico e salino em diferentes espécies de plantas (MOLINARI et al., 2004; HMIDA-
SAYARI et al., 2005; BEHELGARDY; MOTAMED; JAZII, 2012; GUERZONI et al.,
2014). Em cana-de-agucar, variedade RB855156, transformada com o gene P5CS,
Molinari et al. (2007) obtiveram incrementos no teor de prolina dos eventos de até
duas vezes e meia a mais que o controle negativo, o que pode ter contribuido no
incremento de biomassa das plantas transgénicas frente ao déficit hidrico. Da mesma
forma, Li et al. (2018), trabalhando com a superexpresséao do gene SoP5CS em cana-
de-agucar, variedade GXB 9, relataram eventos com até 50% a mais de prolina e
maior tolerancia ao estresse quando comparado ao controle negativo.

Diferentemente dos trabalhos relatados, no presente estudo, o controle
negativo apresentou até 2,5 vezes mais prolina em condi¢cao de estresse hidrico (-0,9
MPa) quando comparado as plantas transformadas. A menor diferencga foi de 1,5 vez
entre o evento E26 e o controle negativo (FIGURA 10). Além disso, no tratamento de
0 MPa, os eventos chegaram a apresentar até 2 vezes mais prolina (evento E26) do
que o controle negativo, mesmo o transgene estando sob controle de um promotor
estresse induzido (AIPC).

A correlagao entre o conteudo de prolina e a tolerancia ao estresse hidrico
nem sempre sao positivas. Pospisilova et al. (2011) concluiram que para o tabaco a
transformagéo com o gene P5CS (sob controle do promotor 35S) e o incremento de
prolina ndo contribuiram para a tolerancia dos eventos ao estresse por altas
temperaturas e hidrico. Lima et al. (2019) trabalhando com trigo transformado com o
gene P5CS (sob controle do promotor AIPC) relataram que, mesmo com incremento
no teor de prolina e o efeito osmoprotetor demonstrado nos eventos, ndo houve
diferenca na produtividade entre as plantas transformadas e nao transformadas.

Ademais, o incremento nos valores de prolina pode ser um indicativo de
estresse vegetal e ndo uma propriedade adaptativa. Existe a hipotese, defendida por
alguns autores, de que plantas tolerantes ao estresse apresentem pequenas
flutuagdes neste indice quando sado expostas a situagdes adversas (HARE; CRESS,
1997; RAMPINO et al., 2006). O tema € controverso e autores como, Cia et al. (2012)
observaram que variedades de cana-de-agucar tolerantes ao estresse hidrico (SP90-
3414 e SP90-1638) acumularam menor quantidade de prolina, até duas vezes menos,

que as variedades sensiveis ao estresse (SP83-2847 e SP835073), ap6s 10 dias de
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déficit hidrico. Do mesmo modo, Jain et al. (2014), relataram que a variedade CoLk
94184 apresentou duas vezes mais prolina que a variedade tolerante BO 91 apds 72
horas de supresséao da irrigagao. Oliveira et al. (2018), caracterizaram in vitro acessos
de cana-de-agucar quanto a tolerancia ao estresse hidrico. Foi observado que S.
officinarum demonstrou ser a mais tolerante, apesar de ter apresentado o menor
conteudo de prolina, aos 30 dias de cultivo in vitro em meio com potencial hidrico de
-1,2 Mpa. Santos et al. (2015) e Santos et al. (2019) também observaram que as
variedades tolerantes ao estresse hidrico apresentaram pequena flutuagcdo no
conteudo de prolina das plantas em situagdo de estresse, sugerindo que grandes
elevacdes nas concentragdes de prolina sdo encontradas em variedades sensiveis ao
estresse hidrico.

Além disso, Santos et al. (2019) relataram que o conteudo de prolina pode
variar conforme a fase fenolégica em que a planta se encontra. Eles observaram que
diferentes variedades de cana-de-agucar, expostas ao estresse hidrico, apresentaram
maior incremento do aminoacido durante o perfilhamento, quando comparado ao
intenso crescimento e maturagdo. Hendges et al. (2015), observaram que o conteudo
de prolina em milho apresentou redu¢cdo quando as plantas foram expostas ao
estresse hidrico por 6 dias, os autores sugerem que este resultado possa ser
explicado pela fase fenoldgica em que as plantas se encontravam (V3).

As variacdes nas respostas ao acumulo de prolina livre vao depender do seu
nivel, metabolismo, fase fenoldgica, espécie de planta e tempo de exposigdo ao
estresse. Sendo assim, o tempo que as plantas do presente trabalho ficaram expostas
ao estresse pode néo ter sido suficiente para que os eventos atingissem o maximo de
prolina. Ademais, € possivel que o estagio de desenvolvimento das plantas in vitro
influencie negativamente no incremento de prolina e que, o potencial osmético testado
nao foi suficiente para elevar de forma expressiva o conteudo de prolina nos eventos.
Por isso, € importante que esta andlise seja realizada com as plantas aclimatizadas e
mais pesquisas sejam realizadas nos eventos utilizados neste trabalho para uma
conclusao contundente sobre a tolerancia, susceptibilidade ou silenciamento causado

pela transformagao genética.
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4.4.CONCLUSOES

O protocolo utilizado para a transformagao genética da variedade RB036088 é
eficiente para obtencao de plantas transgénicas. A introdu¢ao do gene P5CS de Vigna
aconitifolia sob controle do promotor estresse induzido AIPC nado resultou na
biossintese de prolina superior ao controle negativo em testes preliminares feitos in
vitro em meio com adigdo de osmaticos. Mais estudos precisam ser realizados para a
conclusédo da influéncia do gene P5CS na tolerancia ao estresse hidrico da variedade
RB036088.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A cana-de-agucar € uma cultura que possui genoma complexo e com grande
variabilidade dentro da espécie. Assim, ha a necessidade do desenvolvimento de
protocolos de cultura de tecidos e transformacao genética especificos para cada
variedade. Diante disso, neste material constam protocolos eficientes de
embriogénese somatica para as variedades RB036066, RB036088 e RB036091 e de
transformagao genética por biobalistica para a variedade RB036088. Como sugestéo
para otimizar o protocolo de embriogénese somatica e entender melhor o
comportamento in vitro das variedades citadas, sugere-se que, sejam avaliadas a
indugao de calos com outros reguladores, como o TDZ e a combinagao de 2,4-D com
BAP e KIN. E valido também, avaliar a interagdo da época do ano em que o palmito
foi colhido com a formacéao e conversao dos calos.

O trabalho aqui desenvolvido é apenas o inicio dos estudos de transformacao
genética para a variedade RB036088 e a avaliagdo da superexpressao de prolina.
Mais trabalhos precisam ser desenvolvidos para otimizar o protocolo de transformacgao
genética da variedade e melhor compreensdao do material transformado. Na
biobalistica é importante avaliar a eficiéncia da transformacdo com diferentes
distancias entre o tecido alvo e o carreador, além de, testar discos de ruptura de menor
pressao.

Para endossar a conclusao deste trabalho é necessario avaliar os fatores
envolvidos na expressao do transgene, como o numero de copias inseridas nos
eventos e a expressao do gene P5CS em cada um deles. Ja que sao parametros que
influenciam diretamente no fenétipo dos transformados. Além disso, sdo necessarias
as analises de parametros biométricos, com as plantas aclimatizadas, como:
crescimento das plantas, massa seca e fresca de folhas e raizes em condi¢cao de
estresse, a fim de avaliar o nivel de danos sofridos ou nao pelos eventos. Outro ponto
relevante é a investigagdo do estresse oxidativo e das respostas antioxidantes dos
transformados aclimatizados sob estresse, como: conteudo de malondialdeido, H202
e prolina, estes resultados vao contribuir para compreensao das respostas ao estresse
da variedade RB036088 transformada com o gene pJS107. Com resultados positivos
para aumento da tolerancia ao estresse, € interessante avaliar a estabilidade dos

eventos ao longo do tempo.
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