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RESUMO

Cultura de tecidos e regeneracéo de plantas transgénicas a partir de calos

embriogénicos e de folhas imaturas de cana-de-agucar

A cana-de-acucar € uma monocotileddnea poliploide, alégama que possui baixa taxa
reprodutiva devido a dificuldade de florescimento. Devido estas caracteristicas genéticas e
fisiologicas os programas de melhoramento sdo longos e laboriosos. Alternativamente, modernas
aplicagdes da biotecnologia visam contribuir com o desenvolvimento de novos cultivares. Neste
trabalho estudou-se a metodologia de cultura de tecidos a partir de discos de folhas imaturas para
0 estabelecimento da cultura de calos embriogénicos e regeneracdo de plantas a partir dos calos
embriogénicos e diretamente, a partir de folhas imaturas. O objetivo principal foi contribuir para
o desenvolvimento de métodos eficientes para producdo de plantas transgénicas a partir de calos
e folhas imaturas, considerando-se a crescente necessidade de producdo de novos cultivares com
caracteristicas agronémicas especificas. Diversas concentracoes de 2,4-D e cinetina em meio MS
foram testadas para o estabelecimento de calos altamente embriogénicos e para a inducdo da
desdiferenciacdo celular nos discos foliares antecedendo a regeneracdo de plantas. Meios de
cultura sem reguladores de crescimento (MS) e com a adicdo de BAP e ANA foram testados para
a regeneracao de plantas a partir de discos foliares. Calos embriogénicos com 12 a 20 semanas de
cultivo produziram em média 3 a 5 plantas, em meio de regeneracdo MS. Folhas imaturas
apresentaram elevado potencial de regeneracdo de plantas quando se utilizou 2,4-D em
concentracdes de 5 e 8 mg/L nos periodos de 5 e 8 dias no escuro. Houve inducdo a formacéo de
embrides somaticos que resultaram em média 12 a 16 plantas por explante no periodo total de 7 a
10 semanas. Além disso, foi testado o pré-tratamento dos discos foliares em meio MS3K,
contendo 2,4-D (3mg/L) e cinetina (0,1 mg/L), antes da transferéncia do discos para meio de
regeneracdo MS. Os discos submetidos a este pre-tratamento durante 14, 21 e 28 dias
apresentaram aumento significativo na eficiéncia de regeneracdo de plantas, variando em média
de 41 a 50 plantas por disco foliar nas variedades RB835089 e RB855156. A reducdo no tempo
para obtencdo de plantas aliado ao aumento na média de plantas obtidas € a base para aumentar a
eficiéncia de transformacéo genética de plantas. Experimentos de cotransformacdo dos genes neo
e comt(AS), foram realizados por biolistica. Em plantas regeneradas a partir de folhas imaturas da
variedade RB835486, as analises de PCR confirmaram a incorporacdo do gene marcador neo em
57 e 90% das plantas em meio seletivo com geneticina (30 mg/L), sendo que a maior eficiéncia
de regeneracdo de transgénicos (90%) foi obtida no pré-tratamento com o meio MS3K. Das
plantas transgénicas para 0 gene neo, 7 e 38% também foram confirmadas para a incorporacgédo do
gene comt(AS). Nas plantas regeneradas a partir de calos embriogénicos em meio seletivo, as
analises de PCR detectaram somente a incorporagdo do gene neo, 0 que ocorreu em 52% das
plantas analisadas. Os resultados obtidos mostram que a cultura de discos de folhas imaturas para
0 processo de transformacdo genética por biolistica € uma metodologia viavel, rapida e menos
onerosa, quando comparada com a cultura de calos embriogénicos.

Palavras-chave: COMT; Acido caféico-O-metiltransferase; Reguladores de crescimento; Auxina;
Citocinina; Cotransformacéo; Biolistica
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ABSTRACT

Plant tissue culture and regeneration of transgenic plants from embryogenic callus and

immature leaves of sugarcane

Sugarcane is a polyploidy monocot and allogamous species that has low reproductive rate
due to the difficulty of flowering. Because of these genetic and physiological characteristics
breeding program takes long time and demand hard labor. Alternatively, modern biotechnology
approaches contribute to the development of new cultivars. In this work we studied the
methodology of plant tissue culture from immature leaf discs to establish callus culture and plant
regeneration from those calli and from immature leaves, directly. The main objective was to
contribute to the development of efficient methods to produce transgenic plants from callus and
immature leaves, due to the growing need to produce new cultivars with specific agronomics
traits. MS medium with different concentrations of 2,4-D and kinetin were tested to obtain
highly embryogenic calli and to induce cellular dedifferentiation in the immature leaf discs prior
to plant regeneration. Culture media without growth regulators (MS) and with the addition of
BAP and NAA were tested for plant regeneration from leaf discs. Callus culture with 12 to 20
weeks resulted on average 3 to 5 plants on regeneration medium designed as MS. Immature
leaves showed a high potential for plant regeneration when 2,4-D at concentrations of 5 and 8
mg/L in periods of 5 and 8 days in the dark. There were inducing of somatic embryos that
resulted in average 12 to 16 plants per explant in the total period of 7 to 10 weeks. In addition, we
tested the pre-treatment of leaf discs in MS3K medium which contain 2,4-D (3 mg/L) and kinetin
(0.1 mg/L) before transfering to plant regeneration MS medium . The discs submitted to this pre-
treatment for 14, 21 and 28 days showed significant increase in the efficiency of plant
regeneration, with on average of 41 to 50 plants per leaf disc in varieties RB835089 and
RB855156. The reduction of time to obtain plants coupled with the increase of plants obtained is
the basis for increasing the efficiency of plant genetic transformation. Co-transformation with
genes neo and comt(AS), were performed by biolistics. Plants regenerated from immature leaves
of the variety RB835486, PCR analysis confirmed the incorporation of the neo selection marker
gene in 57 and 90% of the plants on selective medium with geneticin (30 mg/L), the higher
efficiency of transgenic plants (90%) was obtained on pre-treatment in MS3K medium.
Transgenic plants for the neo gene, 7 and 38% were also confirmed for the incorporation of comt
(AS). PCR analysis of candidates transgenic plants from callus growing on selective medium,
revelled only the insertion of the neo gene, which occurred in 52% of the analyzed plants. The
results of this work showed that the approach of using immature leaf discs to obtain plant genetic
transformation by biolistics methodology is a viable, cheaper and faster than using embryogenic
callus.

Keywords: COMT; Caffeic acid-O-methyltransferase; Growth regulators; Auxin; Cytokinin; Co-
transformation; Biolistics
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1 INTRODUCAO

A planta cana-de-acucar (Saccharum spp.) é a mais importante fonte de aclcar e de
matérias-primas para a producdo de etanol combustivel. Desde o estabelecimento do Proélcool
em 1975 pelo governo federal, o Brasil tem a producdo do etanol totalmente baseada na cana-de-
acucar. Medidas governamentais de adicdo do alcool anidro combustivel a gasolina, a introducédo
de veiculos que permitem alternar entre etanol e a gasolina convencional e 0s recentes aumentos
do preco do petréleo mundial tém refletido no pais a perspectiva de consolidar-se como o
principal produtor de combustiveis renovaveis advindos da cana-de-agucar. Também a
preocupacdo ambiental se somou para valorizar o interesse mundial por novas fontes renovaveis

de energia.

O aumento da demanda de etanol e acglUcar tem resultado na expansdo da lavoura
canavieira. A producdo total de cana foi de 612,2 milhdes de toneladas em 2009/10, com
aumento de 7,1% em relacdo a 2008/09. A area de cultivo da cana foi de 7,53 milhdes de hectares
em 2009/10, e é estimado crescer neste proximo ano (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB). O sucesso do setor estd baseado em cultivares adaptados as
condicBes ambientais de cada regido produtora, as quais sdo resultados dos programas de
melhoramento genético convencional. Entretanto, a producdo é influenciada por um grande
namero de fatores como presenca de pragas e doencas além de condi¢bes ambientais de

fertilidade do solo e deficiéncia hidrica.

A posicdo de destaque da cana-de-acUcar no pais e o interesse pela economia mundial
ampliaram o investimento em pesquisa e inovacdo tecnologica nesta cultura. O projeto de
sequenciamento de genes expressos (SUCEST), o atual programa BIOEN ambos financiados pela
FAPESP e o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCT) do Bioetanol financiado pelo
CNPq séo exemplos de investimento que estimulam o avango do conhecimento e as aplicacfes

biotecnologicas e moleculares em areas relacionadas a producéo de bioenergia no Brasil.

A habilidade em estimular células de tecidos de plantas a formarem 6rgdos ou plantas
inteiras € uma poderosa ferramenta para obtencdo de plantas transgénicas, contribuindo como

uma alternativa aos programas de melhoramento genético. A cultura de tecidos de cana-de-agucar
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foi publicada pela primeira vez por Nickell, em 1964. Desde entdo, a técnica de obtengdo de
calos, embriogénese somatica e regeneracdo de plantas vém sendo aprimorada e com relevante
utilizacdo na propagacdo massal, na conservacdo dos recursos genéticos vegetais e na
transformagdo genética. VVarios métodos de transformacdo genética foram testados em cana-de-

acucar sendo a biolistica, 0 mais eficiente método de insercdo de genes de interesse nesta espécie.

Desde 1992 quando Bower e Birch obtiveram a primeira cana transgénica, varios sao 0s
genes inseridos e expressos em cana-de-aglcar. Atualmente, existem plantas transgénicas de
cana-de-acUcar resistentes a herbicidas, a insetos, ao virus do mosaico amarelo, a bactéria
causadora da escaldadura das folhas, tolerantes ao déficit hidrico, com maior acumulo de
sacarose e producdo de plastico biodegradavel (pHBA) , além da cana-de-agucar transgénica
também ter sido usada como plataforma para producdo de um fator de estimulo humano GMCSF

empregado no tratamento da neutrofenia e anemia aplastica.

Apesar dos avangos recentes, ainda faz-se necessario a otimizacdo da metodologia de
transformacéo genética de cana-de-agucar considerando-se a crescente necessidade de producéo
de novos cultivares com caracteristicas agronémicas especificas. Assim, neste trabalho estudou-
se a metodologia de cultura de tecidos a partir de discos de folhas imaturas para o
estabelecimento da cultura de calos embriogénicos e a regeneracdo de plantas a partir dos calos
embriogénicos e diretamente, a partir de folhas imaturas com o objetivo principal de contribuir
para o desenvolvimento de métodos eficientes para producdo de plantas transgénicas a partir de

calos embriogénicos e folhas imaturas.
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2 REVISAO BIBLIOBGRAFICA
2.1 A planta cana-de-agucar

No Brasil e no mundo muitas variedades comerciais de cana-de-agUcar sdo hibridos,
obtidos através de cruzamentos entre as varias espécies existentes (SCARPARI; BEAUCLAIR,
2008). Atualmente, quase todos os estados brasileiros produzem cana-de-aglcar, mas 0 maior
estado produtor ainda é Sdo Paulo, com cerca de 60% da producdo nacional (BRASIL, 2009). A
cana-de-acucar é a principal matéria-prima para fabricacdo de acUcares, alcool, bagaco para a
producdo de energia motora, elétrica, fabricacdo de papel e forrageira para alimentacdo animal
(ARENCIBIA, 1998; BRASIL, 2010).

A cana-de-acUcar tem grande importancia agrondmica nas regifes tropicais e subtropicais,
sendo cultivada em 20 milhdes de hectares em mais de 90 paises. A cultura da cana-de-agucar é
responsavel por cerca de 60% de acucar do mundo (KHAN et al., 2004; 2009). A cana-de-agucar
€ uma cultura de rendimento importante em muitos paises em desenvolvimento, devido ao seu
alto valor comercial (NAZ, 2003).

A espécie Saccharum officinarum é base dos programas de melhoramento. Esta espécie
tem a capacidade de acumular altos niveis de sacarose no colmo, entretanto é mais suscetivel as
doencas, 0 que levou as nacBes produtoras de cana a iniciarem programas de melhoramento
através da hibridizacdo. A espécie S. spontaneum contribui para os programas de melhoramento.
Esta espécie apresenta caracteristicas de vigor, alto perfilhamento, capacidade de rebrota e
principalmente a capacidade de resistir a doenca, como o mosaico. Devido a hibridizacdo destas
duas espécies de cana-de-acUcar a terminologia taxonémica dos cultivares contemporaneos da
cana € Saccharum spp. (DANIELS; ROACH, 1987; SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008).

A cana-de-acUcar ¢ uma planta alégama. Em seu genoma ha variacdo de 130 a 170
cromossomos, devido a isto, esta espécie apresenta caracteristica polipléide. O colmo ¢é
cilindrico, extremamente liso, composto por nés, entrends ou internddios (segmento acima do
solo) que fornece sustentacdo as folhas e a inflorescéncia. As folhas sdo alternadas, opostas e
presas aos nos dos colmos e podem ser divididas em superior (ldamina) e inferior (bainha) que
envolve o colmo. A lamina foliar é alongada e relativamente plana. A nervura central esta
presente por toda a folha e Ihe fornece sustentacdo. A alta eficiéncia fotossintética da cana-de-

acucar é uma caracteristica do seu crescimento. Igualmente ao milho e ao sorgo a cana-de-agucar
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é caracterizada no grupo das plantas de metabolismo C, ricas em cloroplastos (CASA GRANDE;
VASCONCELOS, 2008).

2.2 Cultura de tecido de cana-de-acucar

A cultura de tecido para regeneracdo de plantas de cana-de-agucar pode ser
potencializada por duas vias morfogénicas: a organogénese e a embriogénese. Na organogénese
ocorre a formagdo unipolar, denominada primérdio vegetativo de 6rgaos com sistema vascular
conectado ao tecido de origem. Na embriogénese somatica ou adventicia, as células se
diferenciam e formam embrides somaticos com estruturas bipolares — embrides somaticos com
uma raiz e um broto meristematico ndo conectado ao explante pelo sistema vascular. As células
somaticas vegetais, quando isoladas e cultivadas in vitro tém a capacidade de expressar
totipotencialidade (TAYLOR; DUKIC, 1993; FALCO et al., 1996; LAKSHMANAN et al., 2005;
LAKSHMANAN et al., 2006a).

A embriogénese e organogénese somatica podem atuar simultaneamente no
processo de formacdo de calos (massa de células pouco ou ndo diferenciadas) embriogénicos de
cana-de-agucar (KHAN; KHATRI, 2006). A organogénese assim como a embriogénese somatica
podem ser direta ou indireta. A organogénese direta ocorre com formacao de células do explante
original chamado de organogénese direta e a organogénese indireta forma calos com crescimento
desordenado. A Embriogénese somatica forma embrifes somaticos que também podem ocorrer
diretamente do explante chamado embriogénese somatica direta ou mais frequentemente estes
embrides formam calos, chamado de embriogénese somatica indireta. (NADAR et al., 1978; HO;
VASIL 1983; ELLIOT, 2002; FRANKLIN, 2006; KHAN; KHATRI, 2006). Gallo-Meagher,
English e Abouzid (2000) citam Ho e Vasil (1983) e relatam que o padrdo de desenvolvimento

dos calos embriogénicos de cana-de-aclcar ndo segue 0 mesmo padrdo de embribes zigoticos.

O estabelecimento da metodologia de cultura de tecidos na cana-de-acUcar foi realizado
por Nickell em 1964. Os explantes utilizados na cultura de tecido de cana-de-agucar é o segmento
transversal de tecidos jovens, meristema apical, lateral, raizes, etc (GEIJSKES et al., 2003;
LAKSHMANAN, 2006b; KAUR; GOSAL, 2009). No relato de Lakshmanan (2006b) a cultura
de calos foi desenvolvida hd muito tempo e Ahloowalia e Maretzki (1983) foram os primeiros a
apresentarem de forma contundente a regeneracdo de plantas através de embrifes somaticos de

cana-de-agucar. Inimeros sdo os trabalhos em cana-de-agUcar referente ao cultivo para diversas
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variedades através da cultura de calos e meristemas com obtencdo de altas taxas de multiplicacéo.
Existem pelo menos dois tipos morfoldgicos de calos em cana-de-aglcar: 0s embriogénicos e 0s
ndo-embriogénicos que diferem na forma em que suas células estdo organizadas, o embriogénico
apresenta embrides globulares organizados e o ndo embriogénico aparece desorganizado e com
células alongadas (RODRIGUEZ et al., 1995). Estes dois tipos de calos de cana-de-aclcar
apresentam diferentes potenciais morfogénicos caracterizados por Lakshmanan (2006b) em trés
grupos (i) rigido, compacto e embriogénicos, (ii) macio, frivel, semi-translicido, mas néo-
embriogénicos, e (iii) mucilaginosos, macio e brilhante, mas ndo-embriogénicos. Falco et al.
(1996) classifica os calos embriogénicos de cana-de-agucar em dois tipos: i) nodular, compacto e
i) friavel, translicido. Em milho, outra monocotileddnea, os calos embriogénicos foram
classificados em tipo | e os ndo embriogénicos em tipo 11 (PRIOLI; SONDAHL, 1989;
FLUMINHAN; AGUIAR-PERECIN, 1998;). Lal (2003) relata a formacdo de calos brancos em

80% dos discos de folha de cana-de-acUcar cultivados em meio de cultura com 2,4-D.

O regulador de crescimento 2,4-D administrado no meio de cultura, além de agucares e
aminodacidos atuam na formacéo de calos via organogénese ou embriogénese somatica (FALCO,
1996 et al., 2000; KHAN; KATRI, 2006; KAUR; GOSAL, 2009). As laminas foliares da bainha
de cana-de-agucar sdo adequadas para a inducdo de calos embriogénicos em detrimento do limbo,
pois, a eficiéncia de producédo e de desenvolvimento do calo é dependente da idade e posicdo do
explante na planta (LAKSHMANAN, 2006b). A producéo de calos € obtida, geralmente, depois
do cultivo de segmentos de folhas jovens de plantas de cana-de-acUcar, na presenca de auxinas
como 2,4-D (GALLO-MEAGHER; ENGLISH, ABOUZID, 2000; KHAN, 2009) ou picloran
(FITCH; MOORE, 1990). Falco (1996) utilizou 2,4-D com agua de coco no meio de cultura para
induzir a formacdo de calos. O uso do 2,4-D ou &cidos clorofenoxiacéticos na inducao de calos
embriogénicos de cana-de-aclcar sdo muito superiores a outros reguladores de crescimento
comumente utilizados, incluindo dicamba, para embriogénese somatica em cana-de-acUcar
(LAKSHMANAN, 2006b; KHAN et al., 2008).

Na cana-de-aclcar o 2,4-D pode ser utilizado em conjunto com outro regulador de
crescimento, a cinetina que pertence a familia das citocininas que promovem as divisdes celulares
no tecido vegetal, e o tecido cresce como um calo indiferenciado com caracteristicas

embriogénicas e ndo embriogénicas (KHAN et al., 2009). Em muitos casos, embrifes somaticos
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em calos de cana-de-agUcar ndo tém bem desenvolvidos os meristemas da raiz, e a adi¢do de
citocininas produz multipla germinacdo precoce (HO; VASIL, 1983; GALLO-MEAGHER,;
ENGLISH; ABOUZID, 2000). Na auséncia de auxina no meio de cultura, a cinetina ndo
promoveria nenhuma ou muito pouca diviséo celular com capacidade de estimular a formacdo da
planta inteira. (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998; AMASINO, 2005).

A regeneracdo a partir de calos pode ocorrer em meio desprovido de reguladores de
crescimento quando na presenca de luz dependendo do gendtipo utilizado (TAYLOR et al., 1992;
FALCO et al., 1996; PASSARIN, 2009), podendo ser potencializada por diferentes reguladores
de crescimento (CHENGALRAYAN; ABOUZID; GALLO- MEAGHER, 2005; SUPRASSANA
et al., 2005). Entretanto, como a resposta morfogénica e fortemente influenciada pelo genotipo, é
fundamental que seja realizada adaptacdo dos protocolos em cada cultivar a ser utilizada
(CIDADE et al., 2006). A regeneracdo de plantas a partir de calos embriogénicos de cana-de-
acucar cultivados em meio suplementado com 2,4-D pode ser conseguida pelo uso de diferentes
combinagdes de 2,4-D, cinetina e 6-BAP (6-benzilaminopurina) (LIMA et al., 2001).
Praticamente todas as partes das plantas produzem calos organogénicos. Entretanto, folhas e
inflorescéncias sdao muito prolificas. Por isto, estes sdo os tecidos alvos privilegiados para uma
rapida producdo de calos (LAKSHMANAN, 2006b).

Diferentemente da rota organogénica, a rota embriogénica em folhas jovens de cana-de-
acucar é considerada um sistema mais eficiente e produtivo para a propagacao clonal em larga
escala. As plantas de cana-de-acUcar obtidas pela cultura de meristemas nas folhas jovens séo
consideradas geneticamente e fenotipicamente mais estaveis do que as produzidas a partir de
calos (ELLIOT, 2002; FRANKLIN et al., 2006; LAKSHMANAN, 2006b). A formacdo de
embrides somaticos nas folhas jovens de cana-de-aclcar pelo estimulo do regulador de
crescimento 2,4-D nos primeiros dias de cultivo leva a uma sequéncia de eventos similares a
embriogenia (DESAI et al., 2004; 2006; FRANKLIN et al., 2006)

A embriogénese somaética direta ocorre a partir das folhas jovens de cana-de-aclcar na
presenca de reguladores de crescimento exdgenos, sem a formacgdo de calos. A folha jovem de
cana-de-agUcar tem a capacidade em regenerar plantas pelo estimulo da parte aérea pela

administracdo de BAP e pelo estimulo da rizogénese promovido pelo regulador ANA (acido
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naftaleno acético), apds o pré-tratamento com 2,4-D estimulador de grande nimero de embrides
somaticos (FRANKLIN, 2006b). As folhas jovens de cana-de-agUcar podem regenerar plantas na
presenca de luz via embriogénese indireta, com formacgéo de calos, mas sem a necessidade de
subcultiva-los e também pela auséncia de reguladores de crescimento em meio de cultura na
presenca de luz. Este método de regeneracdo a partir da folha jovem sem subcultivo de calos, mas
por embriogénese somatica indireta é eficiente quando é administrado 2,4-D no cultivo dos
discos foliares no escuro (SNYMAN, 2006).

Em relato de Lakshmanan et al. (2006a), citando Snyman (2000; 2006), a abordagem
utilizando discos foliares com desenvolvimento, pela embriogénese indireta, com formacéo calos
provenientes de embrifes somaticos na superficie da lamina foliar aumentou muito a eficiéncia
da regeneracdo de plantas cana-de-agucar na cultura de tecidos. O sistema discos foliares tem
mostrado ser altamente sensivel a embriogénese somatica em cana-de-agucar (GALLO-
MEAGHER; IRVINE, 1996; DESAI et al., 2004) e, portanto, poderia também ser utilizada a
cultura de tecidos de discos foliares para a transformacéo de variedades que sdo recalcitrantes a
regeneracao via subcultivo de calos (LAKSHMANAN, 2006a).

A auséncia de calos para obtencdo da cana-de-acUcar em cultura de tecido € o melhor
método para produzir plantas idénticas aos clones parentais. Este método de producéo oferece
vantagens a partir dos explantes vegetais, folhas jovens de plantas jovens, quando comparado aos
métodos que envolvem a cultura de meristemas apicais ou gemas laterais com formacéo de calos.
As plantas jovens sdo fontes de tecido e seu uso, na cultura de tecido permite melhor preservacao
da variabilidade genética e possibilita preservar mais a integridade do genoma da planta
(RAJESWARI et al., 2009; TAWAR et al., 2008). A regeneracdo de plantas de cana-de-acucar a
partir de explantes na presenca de diferentes concentracdes de reguladores de crescimento torna a
utilizacdo da folha jovem um material viavel para germinacdo de uma planta inteira, devido a
uniformidade e a menor taxa de variacdo somaclonal. A cultura de tecidos pode causar
perturbagdes na organizacdo do genoma. A falta desta estabilidade é um dos principais obstaculos
na micropropagacdo e os fatores como genotipo e a fonte dos explantes e o método de
propagacdo vegetativa podem ocasionar a ocorréncia de variacdo somaclonal nas plantas
regeneradas. (STEINMACHER, 2007; RAJESWARI, 2009).
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2.3 Transformacao genética de cana-de-agUcar

A transformacdo genética de cana-de-agUcar tem seu espaco em varias linhas de pesquisa
e é amplamente estudada. A primeira planta de cana-de-agucar geneticamente transformada foi
obtida por Bower e Birch (1992), através da técnica de biolistica utilizando calos de cana-de-
acucar como material alvo. As plantas transformadas obtidas continham o gene neo, que codifica
para a enzima neomicina fosfotransferase IlI, a qual confere resisténcia a antibioticos
aminoglicosideos (canamicina e geneticina). No mesmo ano, Chowdhury e Vasil bombardearam
calos embriogénicos de cana-de-aglcar com o gene bar, porém, ndo conseguiram regenerar
nenhuma planta transgénica, provavelmente devido & idade e tipo de calo utilizado nos
experimentos de transformacao.

O uso das técnicas de cultura de tecido e de engenharia genética proporciona inimeras
possibilidades de introduzir genes de interesse agrondmico, de resisténcia ao estresse bidtico e
abidtico (LAKSHMANAN et al., 2005). A introducdo de genes exdgenos em plantas pode ser
feita através da Agrobacterium tumefaciens ou por métodos diretos como a eletroporacdoo e a
biolistica. No relato de Arencibia et al. (1998) e Enriquez e Obrigdn et al. (1998) protocolos de
transformacdo genética com Agrobacterium tumafaciens foram desenvolvidos. Essa bactéria
causa a doenca galha da coroa, em que ocorre 0 processo de transferéncia natural de fragmentos
de DNA bacteriano para o interior da célula vegetal, integrando-se ao genoma nuclear (WANG,
et al., 2008; PASSARIN, 2009).

Atualmente, existem plantas transgénicas de cana-de-agUcar resistentes a herbicidas
(CHOWDHURY; VASIL, 1992; FALCO, 1998), a insetos (PASSARIN, 2009), ao virus do
mosaico amarelo (GILBERT, 2009), a bactéria causadora da escaldadura das folhas (ZHANG et
al., 1999) , tolerantes ao déficit hidrico (ZHANG et al., 2006), com maior acimulo de sacarose
(WANG, 2008) e producéo de plastico biodegradavel (pHBA) (McQUALTER et al., 2005), aléem
da cana-de-agUcar transgénica também ter sido usada como plataforma para producéo de um fator
de estimulo humano (GMCSF) empregado no tratamento da neutrofenia e anemia aplastica
(WANG et al., 2005).

O material vegetal mais utilizado para transformacdo genética de cana-de-agUcar por
biolistica sdo os calos embriogénicos provenientes de folhas jovens. Atualmente, os discos
foliares (segmentos de folhas sobrepostas) de cana-de-agucar é a nova abordagem como tecido
alvo para o processo de transformacdo (DESAI, 2004; LAKSHMANAN, 2005; 2006a;
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SNYMAN et al., 2006). Os discos foliares que regeneram plantas pela rota da embriogénese
direta (sem formacdo de calos) que leva a regeneracdo de plantas em curto periodo de tempo é
um método inovador. Os discos foliares neste processo formam embrides somaticos na superficie
laminar e podem ser bombardeados antes ou depois de formados (ELLIOT, 2002; FRANKLIN,
2006). Outro método que usa os discos foliares como alvo de bombardeamento € o que regenera
plantas por embriogénese somaética indireta. Os discos foliares alvos ndo regeneram plantas a
partir dos embrides somaticos formados na superficie da lamina foliar, mas apds este estadio,
quando calos embriogénicos sdo formados a partir destes embrides (GEIJSKES, 2003;
MULLEGADOO; DOOKUN-SAUMTALLY, 2005; SNYMAN, 2000; 2006; KHAN, 2009).

A biolistica € o método de transformacdo genética em que sdo utilizados plasmideos
clonados com o gene de interesse e marcadores selecionaveis. Os plasmideos possuem uma
origem de replicacdo de Escherichia coli e um gene marcador de resisténcia a antibidtico para
selecdo de bactérias que levam o inserto. O uso desta técnica de transformacéo possibilita utilizar
varios tecidos alvo, como folhas, calos, caules, raiz, células em suspensédo e outros explantes tém
sido empregados em inumeros trabalhos. A escolha do tecido alvo € um dos fatores fundamentais
neste processo de transformacgdo genética (GAMBLEY et al., 1993). Para cana-de-agUcar e
demais monocotiledéneas, o promotor mais utilizado é o da ubiquitina (Ubi-1) do milho
(CHRISTENSEN; QUAIL 1996; FALCO; SILVA-FILHO, 2003).

Pode-se utilizar um gene marcador de resisténcia a antibiotico para selecionar as plantas
transformadas na cultura in vitro. Este marcador seletivo ndo necessariamente pode estar presente
no mesmo cassete de construcdo do gene de interesse. Tanto o gene marcador seletivo e o gene
de interesse podem estar em construcdes diferentes. Estas construcdes podem ser utilizadas em
conjunto (cotransformacdo) para recobrir 0s microprojéteis a serem utilizados no
bombardeamento do tecido alvo. O bombardeio de particulas é ainda o0 método de escolha para
cotransformacdo genética com multiplos genes, pois 0 método de bombardeio de microparticulas
é altamente eficiente em particular para as espécies de monocotiledéneas e é conveniente usar um
grande numero de amostras (BOWER; BIRCH, 1992; LIMA 2001). A cotransformacdo na
maioria das vezes resulta em eventos com forte ligacdo de muitos genes em um unico local (WU
et al., 2002; ALTPETER et al., 2005).
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2.3.3 Acido caféico-O-metiltransferase

Na cana-de-acUcar, a expressdo do gene &cido caféico-O-metiltransferase (comt)
pertencente a familia das metiltransferases e regula a biossintese de lignina, dentre outros. A
maior expressdo da COMT encontrada foi em internddios de cana-de-agucar. A inducdo de um
gene comt ja foi descrita durante uma maturacéo do colmo e na regulagdo do teor de sacarose. E
necessario avaliar a expressao génica nos gendtipos cana-de-agucar e seu efeito na producdo de
lignina e na concentracdo de sacarose (PAPINI-TERZI, 2009). No milho (Zea mays) outra
monocotileddnea foram geradas plantas transformadas com uma construcdo endégena com
cDNA antisense da COMT (comtAS) (PIQUEMAL, 2002).

A biossintese de lignina regula o processo de lignificagdo dos componentes intrinsecos da
parede celular secundaria das células em cana-de-acUcar e dicotiledoneas. As ligninas
representam o segundo mais abundante biopolimero do planeta com 25 a 30% da biomassa
terrestre, sendo superadas apenas pela celulose. As ligninas sdo polimeros vegetais derivados dos
alcoois hidroxicinamilicos p-coumarilico, coniferilico e sinapilico, também chamados de
monolignois. Funcionalmente, a rigidez e a hidrofobia dos polimeros de lignina sdo importantes
para 0 suporte mecanico e esta € uma caracteristica que provavelmente permitiu a melhor
adaptacdo das plantas a vida terrestre, a conducdo de &gua e a defesa vegetal ao ataque de
patogenos. Além disso, as ligninas parecem exercer um importante papel na deposicdo e
sustentacdo de polissacarideos da parede celular (RAMOS et al., 2001; SOUZA, 2007).

Economicamente, a presenca de altos teores de ligninas em vegetais representa maior
custo de producdo ou baixa produtividade. Na obtencdo da polpa de celulose e papel a partir da
madeira, por exemplo, a lignina deve ser removida por meio de um tratamento quimico severo,
que é oneroso tanto em termos financeiros quanto ambientais. Na pecuaria, os altos teores de
ligninas em plantas forrageiras determinam uma baixa digestibilidade, caracterizando pastagens
de baixa qualidade. Visando melhor compreender os mecanismos de regulacdo génica envolvidos
na biossintese das ligninas, varios trabalhos tém buscado a caracterizacdo de enzimas e genes
envolvidos nessa rota metabolica. Esses estudos tém permitido a alteracdo do processo de
lignificacdo por meio, por exemplo, da modulacéo da atividade enzimatica pela inibigdo quimica
ou pela expressdo dos genes em orientacdo reversa ou antissenso. A compreensdo e a

manipulagdo dos elementos envolvidos na regulagdo desses genes possibilitara obter plantas com
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teores de ligninas mais adequados aos diversos fins industriais ou a agropecuaria (PAPINI-
TERZI, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal

As variedades de cana-de-agcucar RB835089, RB855156 e RB835486 foram utilizadas nos
experimentos de cultura de tecidos e transformacdo genética. Estas variedades apresentam alta
produtividade e sdo plantadas comercialmente no Brasil. Linhagens de calos embriogénicos
foram desenvolvidas e a metodologia de regeneragéo direta de plantas a partir de folhas jovens
foi estabelecida e otimizada. Calos embriogénicos e folhas jovens foram utilizadas em
experimentos de transformacdo genética e regeneracdo de plantas transgénicas.

Discos de folhas jovens de plantas de cana-de-agucar entre 6 e 10 meses de idade foram
utilizados como explantes para cultura de tecidos. Os explantes de plantas cultivadas no campo
foram gentilmente fornecidos pela Universidade Federal de S&o Carlos (UFScar), RIDESA,
Programa de Melhoramento Genético da cana-de-agucar (www.pmgca.dbv.cca.ufscar.br), na
Unidade Experimental de Araras-SP (BIOEN-FAPESP).

Figura 1 — Porcdo apical de uma planta de cana-de-aglcar (RB855156). A barra indica a regido do segmento (10
cm) de folhas jovens sobrepostas (palmito), que é excisado e segmentado transversalmente em discos,
para serem utilizados como explantes

Os experimentos foram conduzidos no Centro de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) do
Departamento de Ciéncias Biologicas, Escola Superior de Agronomia “Luiz de Queiroz”
(ESALQ), Universidade de Sdo Paulo (USP), Piracicaba, SP. Inicialmente, a porcdo apical
(“ponteiros”) das plantas foi cortada e duas ou trés folhas externas foram removidas. Um
segmento cilindrico de aproximadamente 10 cm (Figura 1), aqui denominado “palmito”, foi entdo
cortado e removido. O palmito consiste de laminas foliares imaturas e sobrepostas (Figuras 2A e
2B), que ficam localizadas logo acima do né +1 e internédio +1, de acordo com o Sistema
Kuijper (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008). Os palmitos foram colocados em agua destilada

autoclavada e transferidos para uma camara de fluxo laminar. A seguir, eles foram imersos em
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alcool comercial hidratado 70% (92,8° INPM). Apds agitacdo manual vigorosa, 3 x 30 segundos,
os palmitos foram transferidos para agua destilada autoclavada em um frasco de 1 L para evitar a
desidratacdo do tecido. Utilizando-se de pingas e laminas de bisturi esterilizadas, os palmitos
foram entéo cortados transversalmente em discos foliares de 2 a 3 mm de espessura (Figura 2B) e
transferidos para solugdo de &cido citrico (150 mg/L) para evitar oxidacdo. Ao final de 4 a 5
minutos os discos foliares foram colocados em contato com um papel de filtro esterilizado para
retirar 0 excesso da solucdo de &cido citrico e imediatamente transferidos para meio de cultura
(BOWER et al., 1996).

£ W C R —
Figura 2 — Explantes de Cana-de-agUcar. (A) Segmentos de aproximadamente 10 cm (palmitos
ponteiros; (B) Disco foliar (explante foliar) de 2 a 3 mm de espessura. A seta indicadas as laminas
foliares sobrepostas (barra=0,5¢cm)

O meio de cultura semi-solido utilizado para inducdo de calos embriogénicos e
regeneracao direta de plantas a partir dos discos foliares consistiu dos sais e vitaminas do meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com sacarose (30 g/L ) e Phytagel, da marca
SIGMA (2,3 g/L). Este meio foi denominado de MS e, de acordo com o experimento, foi

adicionado de reguladores de crescimento (auxinas e citocininas).

3.2. Inducéo de calos embriogénicos e regeneracdo de plantas

As variedades RB835089 e RB855156 foram utilizadas para indugdo de calos
embriogénicos. O meio de cultura utilizado foi denominado de MS3K e consiste do meio MS
suplementado com 2,4-D (3 mg/L) e cinetina (0,1 mg/L). O pH foi ajustado para 5,8. Apds a
autoclavagem e resfriamento do meio de cultura, adicionou-se o composto Clavulin® previamente

filtrado, consistindo de amoxicilina (250 mg/L), que tem efeito bactericida, e clavulanato de
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potassio (62,5 mg/L), que tem efeito bacteriostatico, para evitar o desenvolvimento de bactérias
no meio de cultura. As culturas foram incubadas no escuro em sala de ambiente controlado com
temperatura ajustada para 27 + 2°C.

O meio de cultura MS3K foi inoculado com 60 discos foliares de cada variedade,
distribuindo-se 12 discos por placa. Esta fase de estabelecimento da cultura de calos é
denominada de Ro. A cada 20 dias os discos foram subcultivados e transferidos para meio fresco
até o estdgio R2 (40 dias ap6s o inicio), quando entdo, foram subcultivados novamente e
mantidos por mais 20, 30 e 40 dias atingindo o estagio R3 com 60, 70 e 80 dias, respectivamente.

Com o objetivo de analisar a eficiéncia de regeneracao de plantas dos calos formados em
60, 70 e 80 dias no meio MS3K no escuro, um experimento foi realizado transferindo-se os calos
de cada periodo de cultivo e de cada variedade para o meio de regeneracdo MS sem reguladores
de crescimento. As culturas foram mantidas na luz com fotoperiodo de 16 horas na luz e 8 horas
no escuro, e temperatura 27 = 2°C. Foram utilizados 320 calos, distribuidos uniformemente em
10 frascos para cada periodo de cultivo (60, 70 e 80 dias) e variedade.

Foram analisados os parametros de oxidacdo dos calos, caracteristicas morfoldgicas dos
calos como ndo-embriogénicos e embriogénicos, e a capacidade de regeneracdo de plantas dos
calos embriogénicos classificados como friavel, compacto-branco ou compacto-amarelo. Os calos
foram subcultivados em meio de regeneragdo a cada 20 dias. A contagem das plantas com mais

de 2 cm de altura foi realizada 90 dias apds a transferéncia para meio de regeneracgéo.

3.3. Embriogénese e regeneracao direta de discos foliares
3.3.1 Pré-tratamento com a auxina 2,4-D

Discos foliares das variedades RB835089 e RB855156 foram utilizados como explantes
nos experimentos de regeneracdo direta de plantas com o objetivo de diminuir o tempo de
obtencdo de plantas e assim contribuir para o estabelecimento da tecnologia de transformacéo
genética de cana-de-acgUcar, reduzindo o tempo de obtencdo dos transgénicos quando comparado
com a transformacdo de calos embriogénicos. Os discos foliares foram obtidos e desinfestados
conforme descrito no item 4.1.

Os discos foliares, perfazendo o total de 4032 de cada variedade, foram uniformemente
distribuidos em um cultivo inicial em meio basico MS suplementado com diferentes
concentragdes de 2,4-D: 5 mg/L (meio MS5); 8 mg/L (meio MS8) e 10 mg/L (meio MS10). As
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culturas foram incubadas em condicBes de escuro a 27 + 2°C. Apo6s 5, 8 e 10 dias, 448 discos
foliares de cada meio foram distribuidos em 14 combinaces dos reguladores de crescimento
BAP e NAA, designado como meios de regeneracédo. As concentracdes de BAP testadas foram de
0,0;0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; e 5,0 mg/L e de NAA foi de 0,1 mg/L . Foram distribuidos 32 discos (4
discos por frasco) nos 14 tratamentos de BAP/NAA: 1- 0/0; 2- 0,1/0; 3- 0,5/0; 4- 1,0/0; 5- 2,0/0;
6- 3,0/0; 7- 5,0/0; 8- 0/0,1; 9- 0,1/0,1; 10- 0,5/0,1; 11- 1,0/0,1; 12- 2,0/0,1; 13- 3,0/0,1; 14-
5,0/0,1mg/L. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas
luz e 8 horas escuro a 27 + 2°C. As plantulas regeneradas a partir de cada explante foram
contadas aos 90 dias nos meios de regeneracdo. Cada plantula enraizada foi considerada um
evento de regeneragéo.

Foram quantificados os discos que oxidaram apds a transferéncia do meio de inducdo para
0 meio de regeneracdo. O nimero de plantas regeneradas por disco foi submetido a analise de
variancia (ANOVA) e fatorial a p<0,05 e p<0,01 de probabilidade, de acordo com a significancia.
As médias das variaveis analisadas foram comparadas pelo teste de Tukey a p<0,05 de
®

probabilidade. As analises estatisticas deste experimento foram geradas pelo programa Assistat
7.5 (SILVA; AZEVEDO, 2009).

3.3.2. Pré-tratamento em meio MS3K

Um total de 80 discos foliares das variedades RB835089, RB855156 e RB72454 obtidos e
desinfestados conforme descrito no item 4.1, foram utilizados para avaliar a capacidade de
regeneracdo direta de plantas. Os discos foram cultivados em placas de Petri contendo meio
MS3K durante 7, 14, 21 e 28 dias em condi¢des de escuro, a 27 + 1°C. Apobs cada periodo de
inducdo de calos, 20 discos foliares de cada periodo de incubacdo foram transferidos para meio
basico MS sem reguladores de crescimento. Cada frasco com 2 discos foliares foi considerado
uma repeticao, totalizando 10 repeticbes neste experimento. Os frascos com os discos foram
incubados sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas no escuro, a 27 + 2°C. As plantulas
regeneradas a partir de cada disco foliar foram avaliadas dentro de um periodo de até 90 dias.
Cada planta enraizada representou um evento de regeneracdo. Foi considerado para analise o
namero de discos foliares que oxidaram e 0s que apresentaram regeneracao de plantas enraizadas.
Para a analise de eficiéncia de regeneracdo de plantas foi analisado o nimero total de plantas

regeneradas pelo nimero total de discos foliares (20) de cada tratamento.
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O numero de plantas regeneradas por disco foi submetidos & andlise de variancia
(ANOVA) e fatorial a p<0,05 e p<0,01 de probabilidade, de acordo com a significancia. As
médias das variaveis analisadas foram comparadas pelo teste de Tukey a p<0,05 de
probabilidade. A analises estatisticas deste experimento foram geradas pelo programa Assistat®
7.5 (SILVA; AZEVEDO, 2009).

3.4 Transformacéao genética por biolistica

Os experimentos de transformacdo genética nuclear de plantas de cana-de-acucar foi
realizado pela metodologia de biolistica, utilizando o acelerador de particulas PDS 1000/ He
(Biolistic® Particle Delivery System) Bio-RAD™. O plasmideo pFF19G (TIMMERMANS et al.,
1990) foi gentilmente fornecido pelo Dr. Pal Maliga, do Instituto Waksman na Rutgers, The State
University of New Jersey, USA. Este plasmideo contém o gene reporter uidA que expressa a
enzima B-glucoronidase (GUS) sob o controle do promotor CAMV35S (Figura 3) e foi utilizado
para verificar a eficiéncia de adesdo do DNA plasmidial as microparticulas como também a
regulagem do acelerador de particulas pela expressdo transiente da proteina GUS em folhas
jovens de plantas de tabaco. As folhas de tabaco foram mantidas na sala de crescimento por 48
horas e em seguida incubadas com o substrato acido 5-bromo-4-cloro-3indolil-B-D-Glucurdnico
(X Gluc) por 24 horas (JEFFERSON; KAVANAGH; BEVAN, 1987).

A formacdo de pontos azuis demonstra a expressao transiente do gene uidA (Figura 4).
Considera-se que quanto maior o numero destes pontos, maior sera a probabilidade de
transformacdo genética, por que espera-se que o mesmo numero de células de cana-de-agUcar

receba o gene de interesse

pFF19G (6000 pb)

H 659 S K Sm B X sa P p EN

H
fl_, pUC20 |

CaMV35S Gene uid-A

358
poly A
Figura 3 — Representacdo esquematica do plasmideo pFF19G com o cassete de expressdo do gene repdrter uidA
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Figura 4 — Pontos azuis revelam a expressdo transiente do
gene uidA em folha de tabaco (barra = 1cm)

A transformagdo genética de calos embriogénicos e discos foliares foi realizada pela
metodologia de cotransformacgdo com os plasmideos pHA9 e pAHC17-comt(AS) .

O plasmideo pHA9 (Ubi-1 :: gene neo :: terminador Nos) contém o cassete de expressao
do gene neo. Este plasmideo é utilizado como marcador de selecdo, pois confere resisténcia ao
antibiotico geneticina (antibiético aminoglicosidico) utilizado para sele¢do de transformantes de
cana-de-acucar (BOWER; BIRCH, 1992; FITCH; DE LA CRUZ; MOORE, 1995; FALCO et al.,
2003). O outro plasmideo utilizado foi o pAHC17-comt(AS) (Ubi-1 :: gene comt(AS) ::
terminador Nos) clonado do cDNA (SCRFLR1012F12.g.) que codifica a proteina do ACIDO
CAFEICO 3-O-METILTRANSFERASE (COMT) obtido da base de dados do SUCEST
(RAMOS et al., 2001; PAPINE-TERZI et al., 2007). Esta proteina pertence a superfamilia das
metiltransferases, acumulada em internddios maduros de cana-de-agUcar. Este gene atua na
biossintese da producao de lignina e pode ter um efeito na concentracdo de sacarose de cana-de-
acucar (PAPINI-TERZI, 2009; PIQUEMAL, 2002; RAMOS 2001). O vetor pAHC17
(CHRISTENSEN; QUAIL; 1996) € derivado do plasmideo pUC18 e contém o promotor da
ubiquitina de milho (Ubi-1) e a nopalina sintase na regido 3 ' ndo traduzida. O vetor de
transformacdo pAHC17-comt(AS) foi fornecido pela Profa. Glaucia Mendes de Souza, da
Universidade de S&o Paulo, para obtencdo de cana transgénica dentro do Programa Bioen-
FAPESP.

Os dois plasmideos utilizados para os experimentos de biolistica possuem o gene de

interesse sob controle do promotor Ubiquitina do milho (Ubi-1) de milho, com bons resultados de
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expressao de genes heterdlogos em cana-de-agucar (BOWER; BIRCH, 1992; CHRISTENSEN;
QUAIL, 1996; FALCO et al., 2003).

Em cada preparo da solucdo de bombardeamento foi adicionado 5 pg de cada plasmideo
para recobrir particulas de tungsténio M10 de 1 um (GTE Sylvania Chemicals/ Metals). O
preparo das particulas de tungsténio e da solucdo de transformacdo foi realizado pelo mesmo
método descrito por Passarin (2009). Cada preparo permitiu a realizacao de seis disparos.

3.4.1 Transformacéo de calos embriogénicos

Foram utilizados 192 calos embriogénicos da variedade RB835456 em subcultivo R3 (60
dias no escuro) para a transformacgdo genética. Os calos foram espalhados sobre papel de filtro
(10x10 cm) autoclavado, até cobrirem a area central. Em seguida, cada papel de filtro contendo
os calos foi colocado sobre meio de cultura osmotico composto pelo meio MS3K suplementado
com 73 g/L de manitol e 73 g/L de sorbitol (VAIN et al. 1993), onde foi mantido durante quatro
horas antes do bombardeamento. Apos o bombardeamento, os calos permaneceram por mais 4
horas em meio osmético e entdo foram transferidos para meio MS e incubados durante trés dias
em condi¢des de luz com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro com temperatura ajustada
para 27 £ 1°C. A seguir, os calos foram transferidos para meio de cultura MS contendo o agente
seletivo geneticina (30 mg/L), mantendo-se as mesmas condicdes de luz e temperatura. Neste

meio seletivo, foram colocados 32 calos por frasco, para a regeneracdo das plantas transgénicas.

3.4.2 Transformacao de discos foliares

Nos experimentos de transformacdo genética em discos foliares por biobalistica foram
utilizados 180 discos da variedade RB835486. Antes da transformacéo por biolistica, 90 discos
foram cultivados por 8 dias no escuro em meio MS suplementado com 8,0 mg/L de 2,4-D
denominado de MS8 e os outros 90 discos foram cultivados por 15 dias no escuro, em meio
MS3K. No bombardeamento via biolistica utilizou-se suspensdo de tungsténio recoberta pelo
DNA plasmidial pHA9 e pAHC17-comt(AS) preparados conforme descrito no item 4.4.

Neste processo de bombardeamento de discos de folhas jovens aproximadamente 15
discos foram agrupados sobre papel de filtro em placa de Petri com meio de cultura MS3K.
Realizou-se 6 disparos em placas com discos foliares provindos do MS8 e outros 6 disparos nos

discos foliares cultivados em MS3K. Imediatamente ap6s o bombardeamento, grupos de quatro
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discos foliares provenientes do MS8 foram transferidos para meio MS suplementado com 0,1
mg/L de BAP e os discos provenientes do meio MS3K foram transferidos para meio MS sem os
reguladores de crescimento. Todos os explantes bombardeados foram colocados em sala de
crescimento na luz com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro e temperatura a 27 + 1°C.
Apos 3 dias os discos foram transferidos para 0s seus respectivos meios de regeneracdo de
plantas suplementados com geneticina (30 mg/L) para a selecdo dos transformantes.

3.4.3 Andlise das plantas transgénicas

Amostras de tecidos das plantas enraizadas em meio seletivo com geneticina, tiveram o
DNA genémico extraido pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990) e quantificados pela
comparagéo visual com a intensidade de fragmentos de concentra¢fes conhecidas de 50, 100 e
200 ng de pGEM® (APLIED BIOSYSTEMS) em gel de agarose 1%. A confirmacéo da insercio
dos genes neo e comt antisense no genoma das plantas candidatas foi determinada por
amplificacdo dos fragmentos especificos de DNA pelo método de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), utilizando-se primers referentes a cada gene.

Nas reacdes de PCR para amplificar o fragmento de 410 pb especifico do gene da neo do
genoma da planta transgénica foram utilizadas as sequéncias direta e reversa internas, pois ndo ha
referéncia da existéncia da sequéncia do gene neo no genoma da cana-de-agucar:

Sequéncia neo direta: 5> GAG GCT ATT CGG CTA TGA CTG 3’
Sequéncia neo reversa: 5 TCG ACA AGA CCG GCT TCC ATC 3°

Para amplificar o fragmento de 320 pb do gene comt(AS) foram utilizadas as sequéncias
direta que anelam no promotor da ubiquitina do milho que compde o cassete presente no vetor de
transformacdo pAHC17-comt(AS) e a sequéncia reversa que anela internamente na sequéncia do
gene comt(AS).

Sequéncia Ubi direta: 5 AGC CCT GCC TTC ATA CGC TAT TTATTT GCT TGG TAC 3’
Sequéncia comt(AS) reversa: 5° CTC GGT CAT CAT CAC CAA GAA GCT CCT CGA GTT 3’

Em todas as reac6es de PCR foi utilizado o DNA plasmidial como controle positivo (CP),
0 DNA gendmico da variedade como controle negativo (CN) e ddH,O como o controle negativo
da reacdo. Na reacdo de PCR para o gene neo foi utilizado o programa de ciclos como segue: 94
°C — 5 minutos para a denaturacdo inicial seguido por 40 ciclos com 94 °C — 1 minuto; 58 °C — 40

segundos; 72 °C — 1 minuto. A extensao final foi a 75 °C — 10 minutos. Para o gene comt(AS) o
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ciclo foi: 94°C — 2 minutos para denaturacdo inicial seguido por 35 ciclos com 94 °C — 30
segundos; 54 °C — 30 segundos; 72 °C — 40 segundos. A extensdo final foi a 75 °C — 10 minutos.

3.4.4 Sequenciamento

Algumas plantas possivelmente transgénicas, regeneradas a partir de discos foliares
cultivados em meio MS3K, foram analisadas para a amplificagcdo por PCR do fragmento de 313
pb correspondente ao inserto do vetor pAHC17-comt(AS) e apresentaram resultados da reacdo de
PCR com banda fraca no gel de agarose. O fragmento de DNA de 313 pb de duas dessas plantas
foi entdo sequenciado utilizando-se o primer comt(AS) reverso e o kit ABI DYEnamic ET da
GE®, em um sequenciador 3100 Genetic Analyzer da Applied Biosystems/Hitachi.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Regeneracao de plantas a partir de calos embriogénicos

Esse experimento teve como objetivo determinar a capacidade regenerativa de calos
embriogénicos no estdgio R3 mantidos no meio de cultura MS3K por 60, 70 e 80 dias. Nesse
estagio, os explantes permaneceram no mesmo meio de cultura por diferentes periodos (20, 30 e
40 dias) para determinar assim, qual o periodo de cultura no escuro que produz um maior nimero
de plantas regeneradas no meio MS sem reguladores de crescimento, em presenca de luz.

Neste experimento foram identificados os calos embriogénicos do tipo fridvel, compacto-
branco e compacto-amarelo como responsivos a regeneracao de plantas e 0s ndo embriogénicos
do tipo vacuolado, macio e mucilaginoso incapazes de regenerarem plantas de cana-de-agucar
(Figura 5). Observou-se que o prolongamento da cultura durante o estagio R3 aumenta o niUmero
de explantes oxidados independentemente da variedade. Os valores de oxidacéo variaram de 4%
e 8% aos 60 dias, para 12% e 18% aos 80 dias, respectivamente para as variedades RB835089 e
RB855156. Para as duas variedades também foi obsevada uma diminuicdo da capacidade
embriogénica com um aumento do nimero de calos ndo embriogénicos de 5% e 7% aos 60 dias
para 33% e 26% aos 80 dias, respectivamente (Tabelas 1 e 2). E interessante notar que ocorre
uma reducao na formacéo de calos embriogénicos friaveis e compactos brancos (Figura 5-A e 5-
B) com o aumento do periodo no estagio R3 (Tabelas 1 e 2). Porém a mesma tendéncia ndo é
observada para os calos embriogénicos compactos amarelos que se mantém constantes nos trés
diferentes periodos de cultivo. Embora, a percentagem de calos embriogénicos compactos
amarelos se mantenha constante durante os trés periodos testados, observa-se uma diminuicao da
capacidade embriogénica com uma reducdo no nimero de plantas regeneradas. Os calos do tipo
embriogénico se mostraram capazes em regenerar plantas de cana-de-agucar (Figura 6) como
descrita por Falco (1996), Khan e Khatri (2006) e Lakshmanan (2006b).
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Figura 5 — Caracteristicas dos calos oriundos de explantes foliares de cana-de-agUcar. A-C:
Calos embriogénicos A) Fridvel — Var. RB835089; B) Compacto-branco — Var.
RB855156; C) Compacto-amarelo — Var. RB855156; D-F: Calos né&o-
embriogénicos: D) Vacuolado — RB835089; E) mole — RB72454; F)
Mucilaginoso — RB835089 ; imagens com barra = 0,5mm

N

-
Fig

ura 6 — A) calos embriogénico em inicio de processo de regeneragdo de plantas,
20 dias ap6s a transferéncia para a luz; B) calos embriogénicos com
plantulas em processo de desenvolvimento apds 40 dias a transferéncia

para luz; C) Plantas de cana-de-acgucar regeneradas com 3 meses em
presenca de luz
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O aumento da permanéncia dos calos no estagio R3 também reduziu significativamente a
media de plantas regeneradas independentemente da variedade. A variedade RB835089
apresentou reducdo no nimero de plantas para calos friaveis 3,21 (60 dias) para 2,85 (80 dias) e
calos compacto-branco com 4,65 (60 dias) para 1,75 (80 dias) (Tabela 1). Essa tendéncia de
reducdo na capacidade de regeneracdo de plantas no prolongamento de cultivo dos calos no
escuro foi observada na variedade RB855156, porque também ocorreu uma reducao no nimero
de plantas de calos fridveis com 4,24 (60 dias) para 2,1 (80 dias) e calos compacto-branco com
4,19 (60 dias) para 3,0 (80 dias) (Tabela 2).

Os resultados desse experimento mostram que 60 dias é o mais adequado periodo de
tempo para a cultura de calos embriogénicos durante o estdgio R3 onde se obtém o maior nimero
de plantas regeneradas para as variedades RB835089 e RB855156. Essa melhor resposta pode
estar relacionada ao estresse gerado pelo aumento do tempo de cultivo no mesmo meio de
cultura, ocasionado por desequilibrio da constituicdo mineral e pelo proprio aumento da oxidacao
dos explantes (Tabelas 1 e 2). A reducdo na formacdo de calos embriogénicos em periodo de
cultivo prolongado pode estar relacionada com a alteracdo na concentracdo de 2,4-D
(CENGALRAYAN, 2005; LIMA, 2001), ocasionada pela oxidacdo no meio de cultura e pela
absorcdo inicial por parte dos calos (LAKSHMANAN, 2006a).

Tabela 1 — Numero de calos da variedade RB835089 oxidados, embriogénicos do tipo friavel, compacto-branco e compacto amarelo e
médias de plantas regeneradas a partir dos calos embriogénicos

Média de plantas regeneradas por periodo de

Periodo de ) Calos embriogénicos tempo de inducéo de calos embriogénicos no
. Calos Calos ndo
cultivo ; Lo escuro
oxidados embriogénicos
RB835089 - Compacto- Compacto- -
Friavel b Friavel Branco Amarelo
ranco amarelo
60 13 (4%) 17 (5%) 94 (29%) 44 (14%) 152(48%) 3,21+0,04aA 4,65+0,98aA 0,76 +0,05aB
70 27 (8%) 57 (18%) 44 (14%) 27 (8%) 165 (52%) 3,8+0,32aA 2,62+0,63bB 0,3+ 0,04bC
80 38 (12%) 104 (33%) 14 (4%) 8 (2%) 157 (49%) 2,85+0,7cA 1,75+1,12cB 0,15 +0,01bC

Média + Desvio Padrao de regeneracdo de plantas para o NUmero de Dias de Cultivo no Escuro seguidos pela mesma letra minGscula
(colunas) e de Caracteristica de Calos embriogénicos seguidas pela mesma letra maitscula (linhas) ndo diferem estatisticamente (Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade); n = 10

Nos gendtipos das variedades RB835089 e RB855156 analisados, observou-se a formacéo
de embrides somaticos sobre a superficie dos calos embriogénicos duas semanas apés a

inoculacdo. Este mesmo periodo de tempo foi reportado por Snyman (2000; 2001 e 2006), para
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calos provenientes de folhas imaturas de cana-de-agUcar. Diferentemente de Lakshmanan
(2006b), os calos embriogénicos neste experimento foram classificados de maneira simplificada
para uma facil e répida identificacdo: em fridveis (Figura 5-A) que facilmente se destacam da
porcdo massal, como pequenos granulos, em compacto-branco (Figura 5-B) sdo densos e duros
em pequenas unidades e em compacto-amarelo (Figura 5-C) pela coloragéo, pouco densos e estéo
aglomerados em porcdes maiores. Os calos ndo embriogénicos mucilaginosos apresentaram
praticamente a mesma nomenclatura descrita por Lakshmanan (2006b). Os resultados desse
experimento mostram que 60 dias é o periodo de tempo para a cultura de calos embriogénicos
durante o estagio R3 onde se obtém o maior numero de plantas regeneradas para as variedades
RB835089 e RB855156. Essa melhor resposta pode estar relacionada ao estresse gerado pelo
aumento do tempo de cultivo no mesmo meio de cultura, ocasionado por desequilibrio da
constituicdo mineral e pelo proprio aumento da oxidacdo dos explantes (Tabelas 1 e 2). A
reducdo do periodo de tempo durante o estagio R3 é importante pois reduz o tempo de contato
dos explantes com o 2,4-D, diminuindo a probabilidade de variacdo somaclonal nas plantas
regeneradas (RAJESWARI et al., 2009; STEINMACHER, 2007).

Tabela 2 — Numero de calos da variedade RB855156 oxidados, embriogénicos do tipo fridvel, compacto-branco e compacto amarelo e
médias de plantas regeneradas na luz a partir dos calos embriogénicos

Calos embriogénicos Média de plantas regeneradas por periodo de tempo

Periodo de Calos ndo de indugdo de calos embriogénicos no escuro
cultivo O)SSL%SOS embriogéni Compacto- Compact
RB855156 Ccos Friavel b P o- Friavel Branco Amarelo
ranco
amarelo
60 24(8%) 23(7%) 65Q0%) STUN) j%o | 4243051aA  419:079%A 103:0,17a8
70 28(9%) 67 (21%) 19(6%) 11 (3%) (éf;) | 426:285A 33644208 0,05:0,040C
80 57 (18%) 82 (26%) 6(2%) 5 (1%) (é;;’o | 21%101B  3x2620A  0,07:0,030C

Média + Desvio Padréo de regeneracdo de plantas para 0 Nimero de Dias de Cultivo no Escuro seguidos pela mesma letra minuscula
(colunas) e de Caracteristica de Calos embriogénicos seguidas pela mesma letra maitscula (linhas) ndo diferem estatisticamente
(Tukey ao nivel de 5% de probabilidade); n = 10
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Os compostos fenolicos liberados na cultura de tecido meristematico (KHAN; KHATRI,
2006) podem ser o fator de oxidacdo dos calos de cana-de-agUcar das variedades RB835089 e
RB855156. Os calos de cana-de-acucar do tipo embriogénico das duas variedades se mostraram
capazes em regenerar plantas (Figura 6), como descrito por Falco (1996), Khan e Khatri (2006) e
Lakshmanan (2006b), mesmo apds um periodo de subcultivo prolongado (Tabelas 1 e 2). Os
calos classificados neste estudo como compacto-branco, das variedades RB835089 e RB855156,
correspondem ao mesmo tipo branco embriogénico descrito por Chengalryan, Abouzid e Gallo-
Meagher (2005) e Khan e Khatri (2006), com capacidade de regenerar plantas.

Neste experimento, os calos do tipo compacto-amarelo cultivados por periodo prolongado
no mesmo meio de cultura produziram menor quantidade de calos embriogénicos e menor
numero de plantas regeneradas. A reducdo da concentracdo de 2,4-D no meio de cultura pode ter
sido um dos fatores que afetaram a capacidade de regeneracdo de plantas. Em estudos de
Chengalryan, Abouzid e Gallo-Meagher (2005), foram reportados os do tipo branco, que foram
subcultivados por 12 semanas em meio de mesma composi¢cdo de nutrientes. Esses calos
tornaram-se compacto-amarelo e embriogénicos, sugerindo haver uma dependéncia em relacao a
concentracdo de auxina. O efeito do 2,4-D administrado na cultura no escuro para induzir calos
embriogénicos tem papel regulatorio importante (KHAN; KHATRI, 2006), mas o gendtipo pode
influenciar no desenvolvimento dos calos (CIDADE et al., 2006), como também observado no

presente estudo.

4.2 Pré-tratamento com 2,4-D

Nesse experimento objetivou-se determinar a capacidade regenerativa dos discos foliares
de cana-de-acUcar pré-tratados com diferentes concentragcdes de 2,4-D, consistindo de 5 mg/L
(MS5), 8 mg/L (MS8) e 10 mg/L (MS10) pelo periodo de 5, 8 e 10 dias no escuro. Apds cada
periodo, os discos foram transferidos para meio de regeneracdo, compreendendo 14 tratamentos
com os reguladores de crescimento BAP/ANA, na presenca de luz. Os efeitos da concentracdo de
2,4-D e tempo de escuro e também dos tratamentos BAP/ANA, visando o aumento da eficiéncia
de regeneragdo, foram estimados considerando-se o nimero de plantas regeneradas.

O cultivo dos discos em 5 e 8 dias no escuro resultou em maior frequéncia de embrides
somaticos diretamente a partir do tecido foliar, que ficaram bem evidenciados quando

transferidos para o meio de regeneracéo na luz (Figura 7-A, B e C). No cultivo dos discos em 10
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dias no escuro, para as variedades RB835089 e RB855156, notou-se 0 aumento na formagao de
calos em estadio de desenvolvimento inicial a partir do tecido foliar e a diminui¢do do namero de
embrides somaticos. A oxidacdo dos discos foliares foi variavel para as variedades RB835089 e
RB855156 (Tabelas 3 e 5) e alguns discos foliares com oxidagéo parcial regeneraram plantas no
meio regeneracdo em presenca de luz (Figura 7-E). Observa-se uma diminuicéo da capacidade
embriogénica quando os discos foliares foram cultivados em 10 dias no escuro, com consequente
reducdo no nimero de plantas regeneradas em meio de cultura MS com os reguladores de
crescimento BAP e ANA, na presenga de luz.

Os discos de folhas imaturas da variedade RB835089 apresentaram aumento significativo
no namero de plantas regeneradas apds cultivo em meio de cultura MS8 durante 5 e 8 dias no
escuro, quando comparados com os demais pré-tratamentos no escuro (Tabela 4). O resultado foi
semelhante para a variedade RB855156, porém o aumento significativo no namero de plantas
regeneradas ocorreu apenas para 0 pré-tratamento em meio de cultura MS8 durante 8 dias no
escuro, comparando-se com os demais pré-tratamentos (Tabela 6). O pré-tratamento em MS8
durante 8 dias no escuro teve um efeito positivo na eficiéncia de regeneracédo, resultando em
aumento do nimero de plantas regeneradas nas concentracbes 0,1 mg/L e 0,5 mg/L de BAP,
independentemente da concentracdo de ANA. Nestas duas concentraces de BAP o nimero de
plantas regeneradas das duas variedades foi significativamente mais alto. A variedade RB835089
produziu 36 plantas em 0,1/0,1 BAP/ANA e 20 plantas em 0,5/0,1 BAP/ANA (Tabela 4). Por sua
vez, os discos foliares RB855156 resultaram em 23 plantas em 0,1/0,1 de BAP/ANA e 22 plantas
em 0,5/0,1 de BAP/ANA (Tabela 5), ap6s cultivo em MS8 durante 8 dias no escuro. No pré-
tratamento 0,1/0 de BAP/ANA durante 5 dias foram regeneradas 37 plantas RB835089 (Tabela
4) e 12 plantas RB855156 (Tabela 6). Os discos foliares em 0/0,1 de BAP/ANA formaram raizes

com geotropismo invertido, quando ndo oxidaram totalmente (Figura 7-D).
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Figura 7 - A) Discos foliares com embriGes somaticos e primdrdios foliares; B) Detalhe de um embrido somatico
formado na superficie do disco foliar; C) Detalhe de embrifes e primordios foliares; D) Disco foliar em
presenca de luz regenerando raizes com geotropismo negativo e auséncia de plantas, em meio MS
regeneracdo com 0,1 mg/L de ANA,; E) Disco foliar na luz apresentando oxidacdo parcial e brotos de

cana-de-aclicar em meio MS suplementado com 0,1mg/L de BA; barras: A) 2,8 mm; B) 1,3 mm; C) 3
mm; D) 1,5 cm; E) 1cm
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Tabela 3 — Total de discos foliares oxidados (DO) e de plantas regeneradas (PR) da variedade RB835089 de cana-de-agucar apds cultivo em
meio MS em diferentes tratamentos com BAP e ANA na presenca de luz, ap6s pré-tratamento no escuro em diferentes
concentracdes de 2,4-D

RB835089 — Pré-tratamento 2,4-D
5 dias 8 dias 10 dias

BAP/ANA  5mg/L 8mg/L 10mg/L 5 mg/L 8mg/L 10mg/L 5mg/L 8mg/L 10 mg/L
DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR

0/0 32 0 3 o0 32 0 38 0 3 0 38 0 32 0 3 0 32 o0
0,1/0 23 103 24 133 28 9 18 373 3 398 21 43 23 18 31 6 27 3
0,5/0 24 36 29 27 30 6 24 73 14 228 29 17 26 7 30 4 30 O

1/0 29 0 28 1 28 0 29 O 17 4 30 O 30 6 29 0 30 O

2/0 30 0 26 0 31 0 24 0 21 0 26 0 28 0O 26 0 29 O

3/0 26 0 29 0 29 0 22 0 22 0 24 0 25 0 23 0 28 O

5/0 2 0 30 o0 31 0 30%é$@ 0 18 0 30 0 29 0 30 0 31 O

0/0 30 0 29 0 28 O 26 O 13 O 27 0O 26 0O 32 0 30 O

0,1/0,1 28 68 26 53 29 0 22 O 4 652 27 17 25 6 29 6 39 O
0,5/0,1 27 44 28 149 27 0 23 O 8 497 30 0 28 0 28 0O 31 O
1/0,1 28 53 29 94 31 O 27 10 12 19 30 O 29 O 30 0 31 O
2/0,1 30 14 3 6 29 0 29 8 15 0 30 O 3 0 29 0 30 O
3/0,1 29 19 30 9 28 0 28 4 217 O 30 O 31 O 28 0O 31 O
5/0,1 31 8 3 2 30 0 27 2 20 O 30 O 30 O 28 0 31 O




Tabela 4 — Médias de plantas regeneradas da variedade RB835089 apos tratamento com BAP e ANA na luz, apos cultivo em meio MS dos
discos foliares em diferentes concentracdes de 2,4-D no escuro

RB835089 — Pré-tratamento no escuro

Tratamentos 5 dias 8 dias 10 dias
BAP/ANA 5mg/L 8mg/L 10mg/L 5mg/L  8mg/L 10mg/L 5mg/L 8mg/L 10 mg/L

Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas

0/0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,1/0 11bB 16bA 2aC 26aA 13cB 4aC 2aB 3aA 0
0,5/0 4cB 9cA 3aC 9bB 12cA 5aC 7aA 2bB 0

0,1/0,1 17aA 8cB 0 0 23aA 3bB 0 3aA 0
0,5/0,1 8bB 37aA 0 0 20bA 0 0 0 0
1/0,1 13bB 31aA 0 2CA 0 0 0 0 0
2/0,1 7bA 6CA 0 2CA 0 0 0 0 0
3/0,1 6bA 3dB 0 1cA 0 0 0 0 0
5/0,1 8bA 1eB 0 0 0 0 0 0 0

Médias, letras mindsculas (colunas) e letras mailsculas (linhas) seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey,
p<0,05).
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Tabela 5 — Total de discos foliares oxidados (DO) e de plantas regeneradas (PR) da variedade RB855156 de cana-de-aglcar apds cultivo em
meio MS em diferentes tratamentos com BAP e ANA na presenca de luz, apds pré-tratamento no escuro em diferentes concentragées de 2,4-D

RB855156 — Pré-tratamento 2,4-D
5 dias 8 dias 10 dias

BAP/ANA 5 mg/L 8mg/L 10mg/L 5mg/L 8mg/L 10mg/L 5mg/L 8mg/L 10 mg/L
DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR DO PR

0/0 32 0 3 0 3 0 382 0 32 0 32 0 32 0 32 0 3 0
0,1/0 13 48 16 119 14 43 14 152 16 328 13 143 23 33 22 89 18 57
0,5/0 18 41 15 146 23 34 16 1/8 12 417 8 230 26 06 16 98 11 98

1/0 18 43 18 124 11 86 17 189 18 82 16 89 30 24 19 22 13 53
2/0 7 0 14 0 22 0 22 8 15 3 25 0 28 0O 18 O 16 O
3/0 21 0 17 O 15 O 17 O 13 O 18 O 25 O 20 O 19 O
5/0 8 0 13 o0 2 0 19 0 22 0 18 0 29 0 28 0 18 O
0/0 9 0 23 0 18 0 25 0 15 0 25 0 26 0O 23 O 17 O

0,1/0,1 19 44 19 112 15 22 15 157 9 532 12 166 25 69 14 86 19 69
0,5/0,1 16 70 18 167 14 35 13 192 14 397 11 157 28 10 12 64 21 72
1/0,1 19 59 13 74 19 0 18 169 17 203 19 71 29 16 19 24 14 52
2/0,1 15 3 24 0 24 0 22 O 18 0 23 O 30 O 10 O 2 O
3/0,1 23 0 18 0 212 O 25 O 25 O 22 O 31 O 17 O 21 O

5/0,1 8 0 22 0 29 0 23 O 28 O 19 O 30 O 16 O 25 O




Tabela 6 — Médias de plantas regeneradas da variedade RB855156 apos tratamento com BAP e ANA na luz, ap6s cultivo em meio MS dos
discos foliares em diferentes concentracdes de 2,4-D no escuro

RB855156 — Pré-tratamento no escuro

Tratamentos 5 dias 8 dias 10 dias
BAP/ANA 5mg/L  8mg/L 10mg/L 5mg/L 8mg/L 10mg/L 5mg/L 8mg/L 10 mg/L

Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas Plantas

0/0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,1/0 2cB 7bA 2cB 8cB 20bA 7bB 3cC 8aA 4hC
0,5/0 2cB 8bA 3bB 11bB 20bA 9aB 1dC 6bA 4hB

1/0 3bB 8bA 4aA 12aA 5dB 5cB 12aA 1dB 2cB

0,1/0,1 3bB 8bA 3bB 9cB 23aA 8aB 9bA 4cB 5aB
0,5/0,1 4aB 12aA 2cB 10bB 22aA 7bC 2dB 3cB 6aA
1/0,1 4aA 4cA 0 12aA 13cA 5cB S5CA 1dB 2cB

Médias, letras minusculas (colunas) e letras maiusculas (linhas) seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey,
p<0,05).



Os resultados mostraram que 8 dias em auséncia de luz é o periodo mais adequado para o
cultivo dos discos foliares na presenca de 8,0 mg/L de 2,4-D. A transferéncia desses discos
foliares para baixas concentracbes de BAP resultou na maior eficiéncia de regeneracdo de
plantas, neste experimento. Nas duas variedades, foi possivel observar a regeneracdo de pelo
menos 1-2 platulas por explante, que atingiram aproximadamente 1 cm de altura em 45 dias nos
tratamentos com maior nimero de plantas regeneradas. O nimero de plantas regeneradas variou
para as duas variedades. Entretanto, ficou ébvio que o cultivo dos discos foliares durante 8 dias
no escuro promoveu um aumento no numero de plantas regeneradas nas concentragcbes mais
baixas de BAP, como descrito por Franklin (2006). O aumento na concentracdo de BAP e NAA,
acima de 1 mg/L ndo significa aumento no nimero de plantas regeneradas a partir dos discos
foliares de cana-de-agucar (LAKSHMANAN, 2006a). O cultivo em curto periodo em contato
com 2,4-D e a utilizacdo de tecidos jovens pode reduzir a frequéncia de variacdo somaclonal, que
pode causar alteracdes de caracteristicas originais do genoma da planta (TAWAR et al., 2008;
RAJESWARI et al., 2009).

4.3 Pré-tratamento em meio contendo 2,4-D e cinetina (MS3K)

Nesse experimento objetivou-se determinar a capacidade de regeneracdo de plantas dos
discos foliares de cana-de-acucar das variedades RB835089, RB855156 e RB72454 cultivados
durante 7, 14, 21 e 28 dias no escuro no meio MS3K, que contém 2,4-D (3 mg.L™) e cinetina (0,1
mg.L™). Apés cada periodo, os discos foram transferidos para o meio de regeneracdo MS basal,
portanto, sem reguladores de crescimento.

Apo6s 7 dias no escuro, pouco tecido embriogénico estava formado nos discos. Nos
tratamentos de 14, 21 e 28 dias observou-se a formacdo de calos embriogénicos em todas as
laminas foliares, podendo-se visualizar os embrifes somaticos. O numero de plantas regeneradas
apos o cultivo dos discos foliares em 7 dias foi significativamente mais baixo para a variedade
RB855156. O numero de plantas regeneradas apos o cultivo dos discos foliares aumentou e foi
significativo em 14, 21 e 28 dias para a variedade RB835089 e em 14 e 21 dias para a variedade
RB855156, comparando-se com a regeneracdo da variedade RB72454 (Tabela 7). O cultivo dos
discos foliares durante 21 dias no meio MS3K resultou no maior nimero de plantas regeneradas,
com a média de 49,4 plantas RB835089 e 50,5 plantas RB855156 e 16,2 plantas RB72454

(Tabela 7). O namero de discos foliares ndo oxidados foi alto, mas mesmo assim foi elevado o
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nimero de plantas regeneradas, inclusive no tratamento de 21 dias. E interessante observar que o
maior numero de plantas regeneradas nem sempre foi obtido a partir dos discos foliares mais
responsivos. Isto foi observado para a variedade RB855156, com média de 50,5 plantas por disco
foliar e 80% dos discos ndo oxidados, e para a variedade RB72454 com 16,2 plantas por disco e

90% dos discos ndo oxidados (Tabela 7).

Tabela 7 — Plantas regeneradas de discos foliares das variedades RB835089, RB855156 e RB72454 cultivadas em diferentes periodos
em meio MS3K no escuro transferidas para meio de regeneracdo na luz

RB835089 RB855156 RB72454
Peiodoem | Ewleies  pmas o s Bole
7 dias 25% 0,7 +0,63bB 20% 8,6 + 7,9cA 30% 0,4 +0,39cB
14 dias 95% 44,2 +10,4aA 75% 41,0 + 26,5aA 75% 13,2 +£4,29bB
21 dias 95% 49,4 +10,73aA 80% 50,5 + 27,1aA 90% 16,2 +5,9aB
28 dias 95% 40,1 +5,7aA 90% 36,9 + 22,2bB 90% 15,7 + 3,55aC

Média + Desvio Padrao de regeneracdo de plantas para 0 NUmero de Dias de Cultivo no Escuro seguidos pela mesma letra mindscula
(colunas) e de Caracteristica de Calos embriogénicos seguidas pela mesma letra maitscula (linhas) ndo diferem estatisticamente (Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade); n = 20

Neste experimento pode-se observar um efeito de genotipo (variedade) para o numero de
plantas regeneradas a partir de discos de folhas imaturas. A partir de 10 dias em meio com 2,4-D,
observou-se a formacao dos primeiros tecidos de calos embriogénicos. Assim, de 14 a 21 dias, a
regeneracdo ocorre a partir de embriogénese somatica indireta, com formacdo de calos
embriogénicos, mas sem a necessidade de realizar subcultivos onerosos e laboriosos (SNYMAN
et al., 2000; 2001; GEIJSKES et al., 2003; DESAI et al., 2004; MULLEEGADOO; DOOKUN-
SAUMTALLY, 2005; LAKSHMAN, 2006a). A escolha do método de cultura e as respostas
genotipicas a um tratamento hormonal pode explicar as diferencas na eficiéncia de plantas
regeneradas a partir de explantes de cana-de-acucar (CIDADE, 2006; SNYMAN, 2006). Este
método de producdo de plantas a partir de discos de folhas oferece vantagens comparando-se aos
métodos que envolvem a cultura de meristemas apicais ou gemas laterais com formacéao de calos
(RAJESWARI et al., 2009; SNYMAN, 2006). A variedade RB72454 apresentou regeneracao de
plantas a partir discos foliares jovens nos trés periodos de cultivo no escuro, sendo significativos

os periodos de 21 dias, com a média de 16,2 plantas por disco, e 28 dias, com média de 15,7
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plantas por disco. A variedade RB72454 mostrou-se recalcitrante para regenerar plantas a partir
de calos embriogénicos, como também observado por Lima (2001). A utilizacdo dos discos
foliares pode tornar viavel a regeneracdo de plantas a partir de genotipos recalcitrantes,
permitindo que os reguladores de crescimento endégenos e exdgenos estimulem a formacéo de
calos e embries somaticos (LAKSHMANAN, 2006a).

4.4. Transformacao genética por biolistica

4.4.1 Calos

Os 192 calos embriogénicos da variedade RB835486 bombardeados com os plasmideos
pHA9-neo e pAHC17-comt(AS) por cotransformacdo produziram o total de 66 plantas
regeneradas em meio MS contendo geneticina (30 mg/L), como agente seletivo, na presenca de
luz. Cada planta regenerada foi considerada um evento de transformacdo quando se apresentavam
individualizadas ou em um conjunto de poucas plantas formando pequenas touceiras. A reacéo de
PCR em 42 plantas, utilizando os primers especificos do gene neo, amplificou o fragmento
esperado de 410 pb em 22 plantas. Na Figura 8 esta demonstrado em gel de agarose 1% o
resultado da reacdo de PCR de 13 eventos independentes de transformacdo, onde somente as
plantas 8 e 9 ndo sdo transgénicas para 0 gene neo. Nas analises dessas plantas por PCR, nao
foram obtidos resultados positivos com os primers especificos que amplificam um fragmento da
construcdo pAHC17-comt(AS).

A eficiéncia de transformacdo de calos embriogénicos considerando-se apenas 0 gene neo
foi de 52% (Tabela 8). A existéncia de plantas escapes no processo de selecdo com geneticina é
relatado por Arencibia et al. (1998) e Tulmann Neto, Ulian e Falco (2000) e Passarin (2009). O
insucesso da transformacdo genética de calos para o gene comt(as) pode ter sido devido a
metodologia de cotransformacdo, que depende da integracdo independente dos dois genes de

interesse e ou pela ndo agregacdo do transgene as particulas de tungsténio (BOWER; BIRCH,

1Kb B CN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 CP

-
-
500pb
410pb —— - WO e o v e .~ - = -
400pb ——

Figura 8 - Gel de agarose (1%) com o fragmento de 410 pb, amplificado por PCR e
correspondente ao gene neo, em plantas regeneradas a partir de calos cultivados
em meio seletivo (geneticina 30 mg/L) apds o bombardeamento. CP = controle
positivo; B = ddH,0; CN = controle negativo; 1kb = 1kb DNA ladder plus
(Invitrogen); 1 a 13 = plantas de eventos independentes de transformacéo
provenientes de calos embriogénicos
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1992; LAKSHMANAN et al., 2005; PASSARIN, 2009).

Os calos utilizados neste método de transformacdo foram os de morfologia embriogénica
em estadio de desenvolvimento inicial o que reduziria a possibilidade de variacdo somaclonal,
como relatado por Arencibia et al. (1998), citado por Passarin (2009). Apesar desta abordagem a
producdo de transgénicos varia bastante, entre 0,1 e 2,9-20 plantas por bombardeamento de calos
embriogénicos (SNYMAN, 2006; GALLO-MEAGHER; IRVINE, 1996; BOWER et al., 1996).

Tabela 8 — Resultados de cotransformacao via biolistica da variedade RB835456 e regeneracdo de plantas
em meio seletivo (geneticina 30 mg/L) e confirmadas como transgénicas por amplificacdo via PCR

NUmero Plantas Plantas

Biolistica ~ Numero de de regeneradas Nimero  Plantas Eficiéncia PCR (+) Eficiéncia
dos placas . de plantas PCR (+) comt(AS)
explantes  em meio . neo (%) gene
explantes bombardeadas . analisadas gene neo (%)
por placa  seletivo comt(AS)
Calos 6 32 66 42 22 52 0 0
Disco
foliar 6 15 73 58 33 57 4 7
(MS8)
Disco
Foliar 6 15 86 40 36 90 14 38
(MS3K)
Total 18 225 120 91 75 18 19

4.4.2 Discos foliares cultivados em meio de cultura MS8

Os 90 discos foliares da variedade RB835486 de cana-de-agucar cultivados durante 8 dias
no escuro em meio MS8 foram bombardeados e produziram o total de 73 plantas em meio de
regeneracdo MS contendo 0,1 mg/L de BAP e 30 mg/L de geneticina (meio seletivo), na
presenca de luz (Tabela 8). A reacdo de PCR de 58 plantas, resultantes de eventos independentes
de transformacdo, com os primers especificos para o gene neo amplificou o fragmento esperado
de 410 pb em 33 plantas (Figura 9). Destas 33 plantas, 4 plantas também tiveram o fragmento de
313 pb amplificado por PCR, fragmento este referente a construcdo pAHCL17-comt(AS) (Tabela
8). Na Figura 9, estdo apresentados os resultados de eletroforese da reacdo de PCR de 34 eventos
de transformacdo, mostrando as amplificacdes do gene neo em 22 plantas (1, 2, 4, 7, 8, 9, 10, 12,
14, 15, 16, 18, 19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 30, 31 e 32). Como mostrado na Tabela 8, a eficiéncia
de transformacdo para o gene neo nas plantas analisadas foi de 57 %, enquanto que para 0 gene

da comt(AS) foi de 7% das plantas analisadas ou de 12 % a partir das plantas com o gene neo.
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Neste método utilizando discos de folhas imaturas, a vantagem da regeneragdo direta para
transformacgdo seria a reducdo do tempo de regeneracdo das plantas candidatas a serem
transgénicas (ELLIOT, 2002; FRANKLIN, 2006), pois em 4-6 semanas ja é possivel realizar a
primeira andlise de confirmacdo para transgenia (Figura 12). Franklin (2006) relata que em
experimentos preliminares de transformacdo por biolistica com expressdo transitoria do gene
GUS, ndo foi observada a expressdo de gene apds o bombardeamento, nas regibes cortadas dos
segmentos da nervura que foram alvejadas. Entretanto, na superficie dorsal e ventral da nervura
alvejada, um foco da expressao transiente GUS foi visto, indicando que a producéo de compostos
fendlicos nas regides cortadas também interfere com o processo de transformacdo. Em
concordancia com este resultado, neste experimento o momento oportuno de bombardeio dos
discos foliares da variedade RB835486 ocorreu no 8° dia de cultivo quando os embrides
somaticos estavam formados, seguida pela transferéncia para meio de regeneracdo com BAP e

ANA, na presenca de luz.

500pb
410pb
400pb

500pb

410pb
400pb

Figura 9 - Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacdo do fragmento de 410 pb correspondente ao
gene neo em plantas regeneradas a partir de calos cultivados em meio seletivo (geneticina
30 mg/L) ap6s o bombardeamento. CP = controle positivo; B = ddH,0; CN = controle
negativo; 1kb = 1kb DNA ladder plus (Invitrogen); 1 a 34 = plantas de eventos
independentes de transformac&o provenientes de discos foliares crescendo em meio MS8
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4.4.3 Discos foliares cultivados em meio de cultura MS3K

Os 90 discos foliares de cana-de-aclcar da variedade RB835486 cultivados durante 15
dias no escuro, em meio MS3K foram bombardeados e produziram 86 plantas em meio MS com
0,1 mg/L de BAP e 30 mg/L de geneticina (meio seletivo), na presenca de luz. A analise de PCR
de 40 plantas com os primers especificos do gene neo amplificou o fragmento esperado de 410 pb
em 36 plantas. Na Figura 10 esta apresentado o resultado de amplificacdo de 13 amostras de
eventos independentes de transformacdo, sendo visivel o fragmento de 412 pb em todas as
amostras, exceto nas plantas 6 e 9. Das 36 plantas analisadas, 14 apresentaram amplificacdo do
fragmento de 313 pb definidos pelos primers especificos do plasmideo pAHC17-comt(AS). A
eficiéncia de transformacéo considerando-se o gene neo foi de 90 % e para 0 gene da COMT(AS)
foi de 35% das plantas analisadas e 38% das plantas contendo o gene neo.

A Figura 11 mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose 1% com a amplificacéo
do fragmento esperado de 313 pb correspondente ao fragmento do plasmideo pAHC17-comt(AS)
de 10 amostras de plantas. Foi possivel observar que as plantas 1, 4, 7 e 9 amplificaram o
fragmento esperado, mas devido ao fato de que nas amostras 7 e 9 as bandas estdo muito fracas, o

produto de PCR foi sequenciado.

Kb 1 2 I G 5 6 7 8 <l 10 11 12 13 CP

500 -~
410pb e 9 e e - - - 8
__ sl .

400pb
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Figura 10 - Gel agarose (1%) mostrando a amplificacdo do fragmento de 410pb correspondente ao gene neo
em plantas regeneradas a partir de discos foliares cultivados em meio seletivo (geneticina 30
mg/L) ap6s o bombardeamento. CP = controle positivo; 1kb = 1kb DNA ladder plus
(Invitrogen); 1 a 13 = plantas de eventos independentes de transformacdo de discos foliares
provenientes do meio MS3K

Figura 11 - Gel de agarose (1%) mostrando a amplificacdo do fragmento de 313pb correspondente ao pAHC17-comt(AS)

em plantas regeneradas a partir de discos foliares cultivados em meio seletivo (geneticina 30 mg/L) ap6s o
bombardeamento. LM 100 pb= Low Mass (Invitrogen); ddH,O = H,O, destilada e deionizada; CP = controle
positivo; CN = controle negativo: 1 a 10= plantas de eventos independentes de transformacéao de discos foliares
provenientes do meio MS3K

313pb
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O bombardeamento de discos foliares seguido da regeneracédo direta, sem subcultivo de
calos, pela rota da embriogénese somatica direta (sem formacdo de calos) e indireta (com
formacdo de calos) s@o abordagens que reduzem o tempo de cultivo e de bombardeamento dos
tecidos alvo (SNYMAN et al.,, 2000; 2001; GEIJSKES et al., 2003; DESAI et al., 2004;
MULLEEGADOO; DOOKUN-SAUMTALLY, 2005). A regeneracao de plantas transgénicas em
discos foliares de cana-de-agUcar também teve seu tempo reduzido ao contrario do que ocorreu
com os calos embriogénicos como tecidos alvo do processo de bombardeamento e de cultura de
tecidos (BIRCH 1997; ELLIOT, 2002; FRANKLIN, 2006; SNYMAN et al., 2000; 2006;
LAKSHMANAN, 2006a). Esta abordagem de cultura de discos foliares de cana-de-acUcar
demonstrou ser viavel no processo de biolistica para produzir cana-de-agucar transgénica. A
obtencdo da cana-de-agucar transgénica a partir dos discos foliares reduziu o tempo e tornou o
processo como um todo menos oneroso e laborioso. A obtencdo de plantas transgénicas neste
experimento de regeneracdo direta via embriGes somaticos, que ocorreu entre 6-8 semanas, foi
menor quando comparado ao periodo de 14-22 semanas apresentado por Snyman et al. (2006).
Neste experimento o bombardeamento ocorreu duas semanas apos o cultivo em MS3K no escuro
para serem em seguida transferidos para meio seletivo na luz, diferentemente do realizado por
Snyman et al. (2006) que bombardeou os discos foliares antes do inicio do cultivo, para
seleciona-los em meio seletivo no escuro. Em 6-8 semanas apés o bombardeamento neste
experimento plantas de 1 cm regeneradas dos discos foliares em meio seletivo na presenca de luz
puderam ser observadas, contrastando com o tempo de 10-14 semanas relatado por Snyman
(2000) (Figura 12).



53

Embriogénese Embriogénese
direta indireta Calos

Discos foliares de cana-de-acucar jovem
cultivados no escuro

8 dias de cultivo 14 dias de cultivo em 8 semanas em MS3K

em MS8 MS3K
Biolistica
5-6 semanas sob 6-8 semanas sob 3 dias no escuro e 10-12
sele¢do na luz selecdo na luz semanas sob selec¢do na luz

Planta regenerada sob sele¢ao

Total até regeneragao na luz

7 semanas 10 semanas 20 semanas

Figura 12 - Tempo relativo para produzir plantas transgénicas de cana-de-
acucar em culturas de diferentes estagios morfogénicos, pela
via direta a partir de discos de folhas e a partir de calos
embriogénicos

4.4.4 Sequenciamento de DNA

O fragmento de DNA amplificado por PCR nas plantas 7 e 9 (Figura 11) foi sequenciado
utilizando o primer 5° CTC GGT CAT CAT CAC CAA GAA GCT CCT CGA GTT 3°. As
sequéncias de DNA obtidas foram analisadas pela ferramenta Blast (Basic Local Alignment
Search Tool) /NCBI (ALTSCHUL et al., 1990) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que
demonstrou similaridade com outras sequéncias da proteina do &cido 3-O-methyltransferase
disponiveis no GenBank (Figura 13), o que confirma a insercdo do gene da COMT(AS) no

genoma destas plantas.
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»>1cl|26619 gi| 34398679 gk |A¥365419.1 |acid 3-O-methyltransferase (COMT)
Length=2012 Amostra 7

Sort alignments for this subject segquence by:
E walue Score Percent identity
Query start position Subject start position

Score = 381 bits (422), Expect
Tdentities = 245/2683 (94%), Gaps
Strand=Flus/Minus

2e-109
9/263 (3%)

Query 735 GECTCCACTTCATGTOGECTGECGTCGCCOECCGECACCGACTTIGTARCATGTICOCCCGCC 134
Frorrereeeerrr e reerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rerrrrrrr e
Sbjct 1722 GEATCCACTTICATGA-GGATIGECGICGLCCOGCCEECACCGACTTIG-ARCATGICCCCEOC  1a60

Query 135 GIACGIGCTIGCACGCOGEEETHACGEOGEOECCTOGETIAGINICACGIGEEEGAGETCGR 194

orrrrreeeerrrrrrrr e o rrrrrrrrrrerrrr ot rrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 16864 G-ACGTIGCIGCACGCOGEEG-RACGECOGECGCCTOGE-AG-ATCACGTGEEGEAGETCGRA 1609

Query 185 AGTTGATGCCCTIGTATCTGOGEET GGTIGOGAGGTGRATGEOGTGCAGEETGECGCCGATG 254
Frrrrrrerrerrr rerre et r e e et e rrrnd
Sbjct 1608 AGITGATGCCCITIG-ATCTIGCGEGIGGTIGCGRAGGTGATGEOGTGCAGGETGEOGCCGATG 1550

Query 255 COGCCGCCCACGTOGACGAGCGTGEAGRCGOCCTOGRAGCCCOGTGTAGRACTCGAGGAGE 314
PEErrrrerrer e e e e et r e e e e et errnd
Sbjct 1549 COGCCOGCCCACGTICGACGAGCGIGEAGACGCCCTCGRAGCCCGTGTAGRRCTOGAGGAGE 1490

Query 315 TICTIGHNGIGATGATGARCCEAG 337

FTEEEE rerrrrrrr rrerrd
Sbjct 1489 TICTIG-GIGATIGATG-ACCGAG 1469

Score = 22.9 bits (24), Expect = 0.18
Identities = 12712 (100%), Gaps = 0/S12 (0%)
Strand=Flus/Flus
Query 39 TIGTTITGSETIGTIT 50
TITLTTITTTT
Sbkject 993 TIGTTITGETGTT 1004
>1cl | 54213 gi|34398679|gb|AY365419.1 |acid 3-O-methyltransferase (COMT) Amostra 9
Length=2012
Sort alignments for this subject sequence by:
E walue Score Percent identity
guery start position Subject start position
Score = 392 bits (434), Expect = 9e2-113
Identities = 2247226 (99%), Gaps = 2/224 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query & TCTACACOGGEGCTTCGAGGGOGTCTCCACGCTCGTCGRACGT GEGOGEOGGCATOGECGOCA &5

trrreerrreerrrreerrreerrrrrrrr e e rr e rerrrrr e
Sbjct 1501 TCTIACRCGGGECTITICGRAGGECEICICCACGCICGTICGACGIGEEOGECEGECATCGECGCCA 1560

Query 66 COCTGNCACGCCATCACCTCECACCACCOGCAGATCARGEECATCARCTTICGACCTICCCC 125

PEELE trreerrrreerrrerrrrr et rrr e reetrrrrrrrrrnd
Sbjct 1561 CCCTIG-CROGCCATCACCTCGCRCCACCCGCAGATCARAGGGCATCARACTTICGACCICCCC 1419

Query 126 CRACGIGATCICCGTAGECECCGCCET TCCCCEELGTGCAGCACGTOGGLGEEEACATGIT 185
PEEErrrrrrrrr rerr e et e e rrrrl
Sbjct 1620 CRCGTGATCICCG-AGECGCCGCCGTTCCCCGECGTGCAGCACGTOGECGGEGACATGTT 14678

Query 186 CRAGTCGETGOCEECGEECGACGCCATCCTCATGRAGTGGATCCTIC 231
PEETEEEEE e e e r el
Sbjct 16875 CRAGTCGGTGCCGGCGEGCGRACGCCATCOCTCATGARGTGEATCCTC 1724

0.18
0/12 (0%)

Score = 22.9 bits (24), Expect
Identities = 12712 (100%), Gaps
Strand=Plus/Minus

Query 252 LACACCRRACAR 263
FTLEEErrrrnd
Sbject 1004 RARCACCRARRCRER 953

Figura 13 - Anélise de similaridade (Blast) da sequéncia de nucleotideos dos produtos de PCR de duas plantas da variedade
RB835486 (amostras 7 e 9 da Figura 11)
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CONCLUSOES
A maior eficiéncia de regeneracdo de plantas de cana-de-agucar provenientes de calos foi
a partir de calos embriogénicos do tipo friavel e compacto branco cultivados em até 60

dias no escuro;

A melhor resposta de regeneracdo de plantas de cana-de-agUcar das variedades RB835089
e RB855156 pela embriogénese somatica direta em discos de folhas foi para as
concentracdes inferiores a 1,0 mg/L de BAP ap6s o cultivo dos discos de folhas imaturas

em meio MS8 no escuro.

Calos embriogénicos e folhas imaturas sdo tecidos alvo viaveis para o processo de

transformacéo genética por biolistica.

A variedade RB835486 € viavel ao processo de transformacéo

Cotransformacdo genética com 0s genes neo e comt(AS) produziu plantas transgénicas

obtidas a partir de discos de folhas imaturas.

A regeneracdo de plantas de cana-de-acUcar transformadas provenientes dos discos de
folhas apresentaram maior eficiéncia de transformacéo e menor tempo de regeneracao em
7-10 semanas quando comparadas com a resposta de plantas de cana-de-aclcar

transformadas e regeneradas de calos embriogénicos cultivados.
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