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RESUMO

Cultura de tecidos e transformagdo genética de cana-energia visando estabilidade genética
de transgenes

A cana-energia é uma cultura de grande valor econémico utilizada como matéria
prima na produgao de etanol e bioeletricidade. Devido sua alta produgao de biomassa é
considerada uma alternativa renovdvel para substituir os combustiveis fdsseis. O
melhoramento genético convencional tem sido a base para obtencdo de novas variedades, e
mais recentemente, técnicas biotecnoldgicas e de engenharia genética tém contribuido com
a introducdo de novas caracteristicas em variedades selecionadas. Entretanto, sdo relatadas
dificuldades em se produzir plantas transgénicas estaveis tanto pela complexidade do
genoma por ser polipldide como também pela tecnologia de transformagdo genética ser
dependente da etapa de cultura de tecidos para regeneracdo de plantas. Estudos
demonstraram que calos embriogénicos apresentam alta atividade de elementos de
transposicdao com alto potencial de variacdo somaclonal. Desde que a regeneracdo de
plantas in vitro é uma etapa essencial no processo de transformacdo genética, este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial de obtencdo de cana-energia transformada
geneticamente com o transgene DDM1 que apresenta a funcdo putativa de silenciar
atividade de elementos de transposicdao. No total, seis variedades de cana-energia (Vx12-
1003, Vx12-1744, Vx12-1191, Vx12-0277, Vx12-1658 e Vx12-1022) foram escolhidas para
testar a capacidade de formacdo de calos embriogénicos e regeneracdo de plantas. As
variedades Vx12-1003, Vx12-1744, Vx12-1191 e Vx12-0277 apresentaram eficiéncia de
regeneracdo de plantas entre 63% a 90%. Experimentos de transformac¢do genética
pelo método de biolistica com o gene DDMI1 resultou em trés eventos para a
variedade Vx12-1003 e quatro eventos para a variedade Vx12-0277. Também
foram confirmados 22 eventos de transformacdo via Agrobacterium utilizando a
variedade Vx12-1744 com o gene AtBI-1. Este gene ja foi demonstrado conferir
tolerancia ao déficit hidrico em cana-de-aglcar e assim foi escolhido para
transformar cana-energia. Analise de expressdao do gene DDMI1 e do
retrotransposon TE010 por RT-gPCR nas fases de formagdao dos calos
embriogénicos até plantas nos eventos transgénicos da variedade Vx12-0277
demonstrou expressao significativa do gene DDM1 na fase inicial de formacgao
de calos. Para confirmar se o gene DDM1 teria influéncia na reducdo da
atividade do retrotransposon TEO010, foi avaliado sua taxa de metilagao por
sequenciamento do DNA tratado com bissulfito. Os resultados mostraram que os
eventos transgénicos apresentaram maior nivel de metilagcdao. Assim, este estudo
demonstrou que cana energia é capaz de produzir plantas transgénicas e o gene
DDM1 reduziu o nivel de expressdao do elemento de transposicdao TEO10, com
potencial de aumentar a estabilidade de transgene no genoma.

Palavras-chave: Saccharum spontaneum, Embriogénese somatica, Biolistica,Agrobacterium
tumefaciens, Gene DDM1, Gene AtBI-1, Metilagdo de DNA, Elemento de
transposicao



ABSTRACT
Tissue culture and sugarcane genetic transformation for genetic stability of transgenes

Energy cane is a crop of great economic value used as a raw material in the
production of ethanol and bioelectricity. Due to its high biomass production, it is considered
a renewable alternative to replace fossil fuels. Breeding by conventional method has been
the basis for obtaining new varieties, and more recently, biotechnological and genetic
engineering techniques have contributed to the introduction of new characteristics in
selected varieties. However, it is reported that there are difficulties to produce stable
transgenic sugarcane plants due the complexity of the genome in being polyploid and also
because the genetic transformation technology is dependent on the tissue culture stage for
plant regeneration. Studies have shown that embryogenic callus have a high activity of
transposition elements with a high potential to produce somaclonal variation. Since in vitro
plant regeneration has been an essential step in the process of genetic transformation, this
work had the objective to evaluate the potential to obtain genetic transformation of energy
cane with the DDM1 transgene that has the putative function of silencing the activity of
transposing elements. In total, six varieties of energy cane (Vx12-1003, Vx12-1744, Vx12-
1191, Vx12-0277, Vx12-1658 and Vx12-1022) were chosen to test the ability to form
embryogenic callus and plant regeneration. The varieties, Vx12-1003, Vx12-1744, Vx12-1191,
Vx12-0277 showed high efficiency of plant regeneration between 63% to 90%. Experiments
of genetic transformation by biolistics method with the DDM1 gene resulted in three events
for the Vx12-1003 variety and four events for the Vx12-0277 variety. Also, we confirmed 22
transformation events via Agrobacterium using the Vx12-1744 variety with the AtBI-1 gene.
This gene was alreadyshown to confer tolerance to water deficit in sugarcane, due to this, it
was chosen to transform energy cane. The expression analysis of the DDM1 gene and the
retrotransposon TEO10 on the stages of embryogenic callus formation until plants in the
transgenic events of Vx12-0277 variety showed significant expression of the DDM1 gene in
the initial stage of callus formation. In order to confirm whether the DDM1 gene would
influence the reduction of retrotransposon TEOQ10 activity, methylation rate was evaluated
by DNA sequencing with bisulfite. The results showed that transgenic plants presented
higher level of methylation. Thus, this study demonstrated that energy cane capable to
produce transgenic plants and DDM1 gene reduced the expression level of the transposing
element TEO10, with potential to increase the estability of transgenes in the genome.

Keywords: Saccharum spontaneum, Somatic embryogenesis, Biolistics,Agrobacterium
tumefaciens, Gene DDM1, Gene AtBI-1, DNA methylation, Transposition
element
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar tem grande importincia econdémica por ser uma das principais fontes de energia
renovavel. Os cultivares modernos siao hibridos interespecificos entre Saccharum spontanenm e Saccharum officinarum e
possuem o genoma altamente polipléide e complexo (Grivet, et al., 2001; Souza, et al., 2011), sendo que esses
hibridos tem uma contribuicio desigual no genoma parental entre S. officinarum que corresponde 80-90% e
S.spontanenm que corresponde a 10-20% do genoma (Piperidis, et al., 2010; de Setta, et al., 2014). Com o aumento de
demanda de energia, cultivares de cana-de-agtcar foram aprimoradas em programas de melhoramento genético para
maior producdo de biomassa, dando origem a cana-energia que tem alto teor de fibra, capacidade de produzir grande
namero de perfilhos, sistema radicular vigoroso e presenca de rizomas conferindo a cana-energia resisténcia ao
déficit hidrico ou baixas temperaturas (Carvalho-Netto et al. 2014). Com essas caracteristicas herdadas da espécie
Saccharum spontanenm, a cana-energia passou a ter grande importancia como fonte renovavel de energia, sendo
utilizada na produgdo de etanol de Segunda Geracdo e na geragdo de bioeletricidade a partir da queima do bagago
(Matsuoka, et al., 2014).

Com a demanda crescente de energia renovavel ha a necessidade de aprimorar a producio de biomassa.
Mais recentemente, ferramentas de biologia molecular e transformacdo genética passaram a ser consideradas, pois
podem contribuir para acelerar o processo para produzir novas cultivares de cana-energia contendo caracteristicas de
interesse para a cultura como o gene A¢BI-1 (Bax Inhibitor-1) que isolado de Capsicum annuum conferiu tolerancia a alta
temperatura, estresse hidrico e alta salinidade em planas de tabaco (Isbat et al., 2009) e o seu ortélogo isolado de
Arabidopsis thaliana, demonstrou tolerancia a estresse hidrico em cana-de-acucar (Watanabe and Lam, 2006; Ramiro et
al., 2010).

Protocolos de transformacdo genética de cana-de-acicar a partir de calos embriogénicos ja foram
estabelecidos (Lakshmanan, et al. 20006; Ithape, 2017) para cultivares convencionais as quais prevalecem a espécie .
officinarum, mas carece de dados para as variedades de cana-energia com maior prevaléncia de cromossomos de .
spontanenm (Souza, et al., 2019). A formacio de calos embriogénicos ocorre em resposta a estimulos hormonais na
cultura de tecidos, que pode ocasionar em alteracbes genéticas e epigenéticas, influenciar na movimentagio de
elementos de transposi¢do e mudangas na metilacgio do DNA (Masuta, et al., 2017). Estudos demonstram que o gene
DDMT1 (Decreased in DNA Methylation 1) esta relacionado com a metilagio do DNA, a sua disfuncio resulta na
hipometilagio do DNA facilitando a mobilizagdo de elementos de transposi¢io (Zhang, et al., 20018). Devido a
mobilidade dos elementos de transposi¢do a sua atividade ocasiona alteragdes estruturais em genes Unicos ou no
genoma, alterando a expressdo génica e¢ até mesmo a fungdo génica (Rossi, et al., 2001). Estudos recentes dos
elementos de transposi¢do mais abundantes na cana-de-agtcar estio os retrotransposons LTR correspondendo a
40,86%, os transposons de DNA e os retrotransposons nao LTR sendo 7,93% (de Setta, et al., 2014), dentre esses
elementos de transposi¢io foi selecionado o retrotransposon TE010 que pertence a familia Hopscotch (Rossi, et al.,
2001; de Araujo, et al., 2005) para estudo nesse trabalho.

Desde que a transformagio genética de cana-energia é dependente do processo de embriogénese somatica
que pode levar a alta taxa de variacio somaclonal resultante da ativagdo de elementos de transposi¢io, a hipotese
deste trabalho foi determinar se o gene DDMT7 ¢é capaz de silenciar a atividade de elementos de transposigao,
demonstrado pelo retrotransposon TE010 na cultura de tecidos.

O presente trabalho teve como objetivos: Avaliar quais das variedades Vx12-1003, Vx12-1744, Vx12-
1191, Vx12-0277, Vx12-1658 e Vx12-1022 de cana-energia apresentam maior média de formagdo de calos
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embriogénicos, obtencido de transformantes genéticos via Agrobacterium tumefasciens e biolistica com o gene DDMT e

ArBI-1 como também, analisar a expressio do gene DDMT na estabilidade do elemento de transposi¢io TE010.
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2. REVISAO DE BIBLIOGRAFICA

2.1. Cana-energia

Os recursos energéticos na maioria dos pafses desenvolvidos provém de fontes nido renovaveis como o
carvao, gas natural e o petréleo, o que causa inseguranga energética e gera os desafios de encontrar novas fontes
energéticas visando a sustentabilidade do meio ambiente e sem que haja competicio com a producido de alimentos.
Algumas plantas tém o potencial de atender as necessidades energéticas para producao de bioetanol de segunda
geracdo, as quais devem apresentar alta producido de biomassa em pouco tempo e deve ser preferencialmente
originada de plantas fibrosas (Sticklen, 2008; Carvalho-Netto et al. 2014). Uma das opg¢oes de plantas com essas
caracterfsticas sdo as gramineas como a cana-de-acucar (Saccharum spp), uma planta com sistema fotossintético C4,
que em ambientes mais quentes permite maior eficiéncia da fixacao de CO; (El Bassam, 1998; Woodard, 1993).

Dentro desses aspectos, o Brasil encontra-se em vantagem, por ser um pafs tropical tendo grande
extensdo de terras agtricultaveis, disponibilidade de 4dgua e energia solar. Com a criagdo do programa PROALCOOL
em 1975, a cana-de-agucar ganhou maior destaque como matéria prima na producdo de etanol na geracio de energia
térmica e elétrica, além da produgdo de outros subprodutos (Goldemberg, et al. 2008; Goldemberg J, 2008). Segundo
0 4° levantamento da Safra de cana-de-agtcar 2019/2020 divulgado pela Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab), o Brasil devera produzir 30,3 bilhdes de litros de etanol (Conab, 2020).

Os recentes programas de melhoramento de cana-de-agucar passaram a incluir a obtencdo de plantas com
maior rendimento de fibras para producio de bioenergia. Essas plantas denominadas cana-energia sio mais rusticas,
resistentes em climas aridos e a pragas, além de serem menos exigentes em nutrientes (Hill, et al. 2006; Johnson, et al.
2007; Gonzales-Hernandez, et al. 2009). A cana-energia é uma cultivar criada a partir da hibridizacdo entre as
espécies Saccharum spontanenm e Saccharum officinarum, contendo alto teor de fibras e baixo rendimento de sacarose
caracteristicas herdadas da espécie Saccharum spontanenm (Tew and Cobill; 2008; Carvalho-Netto et al. 2014). A cana-
de-agucar e a cana energia se diferenciam na composi¢io. Em média a cana-energia possui 26,7% de fibra que
consiste em: 43,3% de celulose, 23,8% de hemicelulose, 21,7% de lignina e um teor de sacarose de 9,6%. J4 a cana-
de-agtcar, tem em média 41,6% de celulose, 25,1% de hemicelulose, 20,3% de lighina e um teor de sacarose de 13%
(Kim, et al. 2011). A cana energia ¢ classificada em duas categorias: O Tipo I tem caracteristicas mais préximas da
cana convencional, no entanto com menor teor de sacarose e inversamente maior teor de fibras; ja o Tipo II o teor
de fibra é superior ao Tipo I, sendo de uso exclusivo para produgio de biomassa (Tew and Cobill, 2008).

Devido a crescente demanda por energia renovavel, a cana-energia passa a ser uma alternativa importante
para o setor sucroenergético, com a alta produgio de biomassa, alto teor de hemicelulose e celulose em suas fibras,
podendo assim ser explorada na geracdo de etanol de segunda geragio e de energia elétrica (Yang, et al. 2000;
Loureiro, et al. 2011).

Diante desses aspectos, a necessidade de gerar novas cultivares de cana-energia que produzam maior teor
de biomassa, ferramentas de biologia molecular como a transformagdo genética pode contribuir com a expressdo de
genes de interesse com caracteristicas desejaveis, as quais seriam muito dificeis de obter pelo melhoramento classico
adicionado ao longo do perfodo para selecionar cultivares com as caracteristicas de relevincia agronémica

(Butterfield, et al., 2002).
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2.2. Cultura de tecidos

A cultura de tecidos ¢ uma tecnologia fundamental na engenharia genética. Os avangos nas técnicas de
cultivo 2 vitro favoreceram a otimizacdo dos protocolos de regeneragao de plantas (Ithape, 2017). Na grande maioria
das espécies vegetais, a embriogénese somatica ¢ uma etapa essencial na transformacio genética tanto por biolistica
quanto via Agrobacterinm (Arruda, 2012).

O processo de embriogenése somatica pode acontecer de duas maneiras; de forma indireta, onde se tem a
formaciao de calos (Basnayake, et al. 2011) e de forma direta, onde ndo ocorre o estagio intermediario de formagao de
calos (Watt, et al. 2009). Outra forma de regeneracdo de plantas 7 vitro é pela organogénese, onde o material vegetal
regenera novas plantas a partir de segmentos foliares imaturos ou de meristemas (Lakshmanan, et al. 2000).

Apesar da etapa de cultura de tecidos de cana-de-acucar ser essencial para a obtencdo de plantas
transgénicas, a tecnologia apresenta um aspecto negativo que ¢ a variacdo somaclonal que ocorre devido ao longo
periodo de contato do material vegetal com os reguladores de crescimento necessarios para a inducdo de calos
embriogénicos e regeneracdo das plantas (Lakshmanan, et al. 20006).VariacGes somaclonais sio variabilidades
genéticas e fenotipicas que acontecem em plantas produzidas z# witro (Wang and Wang, 2012). As variacoes
somaclonais podem ser de origem genética ou epigenética (Jain, 2001; Kaeppeler, et al. 2000). As mudancas genéticas
que podem ocorrer sdo alteracdes no nfvel de ploidia, que ocasionam mutag¢bes fisioldgicas, fenotipicas e no
metabolismo das plantas. Além de alteragcdes na ploidia, também podem ocorrer mutagdes génicas, recombina¢oes
cromossomicas e movimentacao de elementos de transposicdo e retrotransposons (Yang & Loh, 2004). Ja a variacdo
epigenética, influéncia na replicacdo, na transposicao de genes, no reparo do DNA, além de influenciar a regulacdo
transcricional da expressdo génica através de modificacGes na cromatina (Sahu, et al. 2013). Essas modificagoes na
cromatina envolvem a modificacdo de histonas, a metilagio do DNA e a remodelagem da cromatina (Bird, 2002).

Estudos apontam que calos embriogénicos e plantas regeneradas a partir deles tém um elevado nimero de
elementos de transposi¢ao (ETs) (Planckaert and Walbot,1989; de Araujo et al. 2005; Masuta, et al. 2017). Segundo
Gao, et al. (2014), quanto maior o petrfodo da inducio e diferenciacdo de calos em meios de cultura com o horménio

2,4-D (acido-2,4-diclorofenoxiacético), maior a varia¢io na metilacio do DNA.

2.3. Gene DDM1

O gene DDMT1 (Decreased in DNA Methylation 1) é um remodelador de cromatina, que pertence a familia
SW12/ SNF2 (Vongs, et al. 1993; Jeddeloh, et al. 1998). Estudos em _Arabidopsis thaliana relatam que o DDMT afeta a
metilagdo do DNA na heterocromatina dos elementos transponiveis, tendo como alvo principal transposons de
DNA Mutator e retrotransposons de terminais longos. O DDM7 também pode regular a expressio de genes
codificadores de protefnas regulando os elementos de transposi¢io (ETs) (Lippman, et al. 2004; Zhang, et al. 2016).
O ATP ¢ hidrolisado pelos remodeladores SNF2 a fim de se locomoverem ao longo do DNA, modificando a
localiza¢do e composi¢do dos nucleossomos possibilitando outras proteinas de acessarem o DNA (Ryan and Owen-
Hughes, 2011). A auséncia de expressdao do gene DDMT leva a ativacio transcricional dos elementos de transposi¢do
(Lippman, et al., 2004).

Segundo Zemach, et al. (2013), o gene DDM7 ¢é necessario para a metilagio do DNA em sequencias
longas dos elementos de transposi¢do. Existem trés classes de metilagdo: as que ocorrem nas regides CG mantidas

pela Methyltransferase (MET1) durante a replicagio do DNA, nas regides CHH mediadas pela Chomometylase 2 (CMT2)
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e as metilagdes que ocorrem na regido CHG mediada pela Chomometylase 3 (CMT3) (Long, et al. 2018). Os elementos
de transposi¢do sio fragmentos de DNA que se movimentam dentro do genoma (Feschotte ez al., 2002). Os ET's
atuam como agentes mutagénicos produzindo mudangas na sequéncia de gene unicos podendo remodelar os padroes
da funcio génica e da expressiao (Bennetzen, 2000).

Existem duas classes de elementos de transposicao nos genomas vegetais: A Classe I, os elementos sao os
retrotransposons, que ¢ a classe mais comum em plantas, onde os retroelementos movimentam-se pelo mecanismo
conhecido como “cépia e cola”, o RNAm transcrito do ET pela RNA polimerase II ¢ convertido em cDNA por
transcri¢do reversa e ¢ integrado em uma nova posi¢do no genoma por uma enzima integrase. Os elementos da classe
I sdo identificados como retrotransposons com LTRs (long terminal repeats) autbnomos e codificam todas as proteinas
necessarias para a transposi¢do. Ja os LTRs ndo-auténomo siao conhecidos como TRIM (terminal-repeat retrotransposons
in miniature), eles necessitam de enzimas codificadas por elementos autbnomos intactos, que sao divididos em SINEs
(short interspersed nuclear elements) e LINEs (longinterspersed nuclear elements) (Feschotte, et al., 2002; Lisch, 2013)

Os elementos da classe II sio conhecidos como TIRs (ferminal inverted repeats), eles se locomovem através
do mecanismo “copia e cola”, utiliza a enzima transposase que ¢ codificada pelo ET, onde o elemento ¢ excisado e
reintegrado em uma nova regiao no genoma. Em plantas os elementos mais comuns dessa classe pertencem as
supetfamilias Mutator-like Element MULE), hAT (bobo, Activator e Tam3) e a familia CACTA. Ja os elementos ndo-
autonomos sao chamados de MITEs (miniature inverted-repeat transposable elements) (Feschotte et al. , 2002 ; Lisch, 2013).

Através do Projeto Brasileiro de Sequenciamento de Cana-de-acucar (SUCEST), foram identificados 68
elementos de transposicdo que foram caracterizados em 11 familias. As familias Mutator e Hopscotch foram as mais
representadas no transcriptoma da cana-de-agicar, sendo responsaveis por mais de 50% da expressio dos ETs.
Dentre os elementos de transposicio os quais foi analisada a expressao estd o TE010 que pertence a familia Hopscotch.
Anilises de expressio demonstraram que esse retrotransposon apresenta maior expressio na fase de calo (de Araujo,
et al. 2005).

Com a possibilidade do gene DDMT silenciar elementos de transposicdo em plantas, foi considerada a
hipétese que o gene DDM7 isolado de Arabidopsis thaliana poderia conferir a estabilidade de transgenes no genoma de
cana-energia, diante disso um segundo gene foi estudado, o A7BI-7, que além de contribuir com os estudos da
estabilidade de um transgene nas plantas expressando DDM7, poderia introduzir tolerancia ao estresse hidrico em

cana energia.

2.4. Gene AtBI-1

O gene ABI-1 (Bax Inbibitor-1) tem a capacidade de bloquear a morte celular mediada pela proteina BAX
(Xu and Reed, 1998). A proteina BAX esta localizada na membrana mitocondrial, quando ocorre sua ativagdo o
citocromo ¢ ¢ liberado, estimulando as caspases e clivando proteinas que induzem a morte celular (Danial and
Korsmeyer, 2004). A morte celular programada ¢ um mecanismo que as plantas possuem para autodestrui¢do das
células quando estas sdo danificadas por algum fator de estresse (Lam, 2004).

A proteina BI-1 estd localizada no reticulo endoplasmatico e tem dominios #ans-membranares em
Avrabidopsis (Chae, et al. 2004). Estudos indicam que fons de calcio funcionam como sinalizadores da morte celular
programada. Esses fons ficam armazenados no reticulo endoplasmatico e determinam a sensibilidade das células ao

estresse apoptotico. Sugere-se que os fons de célcio sejam translocados para a mitocondria e induzam a morte celular
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através de sinais apoptéticos (Scorrano, et al. 2003). Uma proteina anti-apopética BCL-2, identificada em animais,
quando supetexpressa no reticulo endoplasmatico reduz o nivel de fons de calcio (Foyouzi-Youssefi, et al. 2000).

A expressio de BAX em células vegetais gera espécies reativas de oxigénio (ROS), o rompimento de
organelas e o escape de fons de calcio das células (Beack, et al. 2004). Ja quando o AsBI-7 é superexpresso junto com
o BAX em Arabidopsis, o escape de fons ¢ evitado, mas nio a geracio de ROS (Kawai-Yamada, et al. 2004). Entende-
se que o AsBI-7 é um gene anti-apoptético evitando a sinalizagdo da morte programada (Thara-Ohori, et al. 2007).

Em espécies como tabaco e Arabidopsis, a superexpressao do A7BI-7 concedeu maior tolerancia a estresses
abibticos, como o calor e a seca (Watanabe and Lam, 2006). Quando o gene AtBI-7 foi superexpresso em cana-de-

agucar conferiu maior tolerancia ao estresse hidrico (Ramiro, et al. 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar se o gene DDM7 envolvido na atividade de elementos

de transposicio contribuiria para aumentar a estabilidade genética de transgenes expressos em cana energia.

3.2. Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, o trabalho foi apresentado considerando os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar quais das variedades de cana-energia estudadas Vx12-1003, Vx12-1744, Vx12-1191,
Vx12-0277, Vx12-1658 e Vx12-1022 apresentam maior média de formaciao de calos

embriogénicos, baixo nivel de oxidacdo e maior taxa de regeneracio de plantas;

e  Obtencao de transformantes genéticos por biolistica com o gene DDM7 e por via Agrobacterium

tumefasciens com o gene ABI-1;

e  Retransformacio de em plantas transgénicas-DDM7 com o gene AzBI-1;

e Analisar a expressido do gene DDMT na estabilidade do elemento de transposi¢ao TEO10.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos dessa dissertagdo foram conduzidos no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas e
Genodmica, localizado no CEBTEC (Centro de Biotecnologia Agricola-Laboratério Otto Jesu Crocomo), pertencente
a0 Departamento de Ciéncias Biologicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sido

Paulo.

4.1. Material vegetal

Plantas de cana-energia utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela empresa GranBio, sendo as

variedades: Vx12-1003, Vx12-1744, Vx12-1191, Vx12-0277, Vx12-1658 eVx12-1022.

4.2. Cultura de tecidos de cana-energia

Para as atividades de cultura de tecidos, apices foliares das seis variedades de cana-energia foram coletados
com dez meses de idade, e as folhas externas retiradas até a obtencdo do palmito (conjunto de folhas imaturas), em
seguida foi realizada a lavagem por friccdo com etanol 70% para desinfec¢ao do material vegetal, onde esse processo
se repete por trés vezes. Apos a assepsia os palmitos foram transferidos para o fluxo laminar.

Em camara de fluxo laminar, retirou-se duas a trés folhas externas dos palmitos que foram transferidos
para placas de Petri contendo solucio de acido citrico 150 mg.L!; onde foram cortados discos foliares de 1 a2 mm e
transferidos para placas de Petri contendo meio MS3K, composto por sais do meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 3 mg.L.! de 2,4-D (acido-2,4-diclorofenoxiacético), 0,1 mg.L! de cinetina e 150 mg.I! de acido

citrico (Figura 1).
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Figura 1. Etapas da inoculagdo de cana-energia e introducido na cultura de tecidos. A: processo de assepsia de palmitos de cana
energia em etanol 70%; B: o palmito ¢ cortado em discos foliares em uma Placa de Petri contendo solu¢io de acido citrico; C: os
discos foliares sio transferidos para o papel filtro para absorver o excesso da solucio de acido citrico; D: os discos foliares sio
transferidos para o meio de cultura MS3K onde sao mantidos no escuro.

Ap6s a inoculagdo dos discos foliares, designado como Ry, estes permaneceram entre 18 a 25 dias no
escuro para dar origem aos calos embriogénicos. Em cada subcultivo, designadas de Ri, Ra, Rs ¢ Ry, foram
selecionadas as regides ndo oxidadas e as estruturas com formagao de calos embriogénicos (Figura 2). Na fase Ry ¢é
observado o inicio da formagdo de células indiferenciadas que dara inicio a formagio dos calos, na fase Rz ja se
observa-se a formagio de calos embriogénicos, na fase Rs os calos continuam o crescimento e multiplicagdo e na fase
R4 os calos embriogénicos sdo selecionados para regenerar plantas em meio de regeneragdo MRP constituido os sais
MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 0,45 mg. L' BAP (6-benzilaminopurina), 0,1 mg.I-t ANA (acido

naftaleno acético), sendo mantidos sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro a 26 °C £ 2 °C.



23

Figura 2. Fases do subcultivo na cultura de tecidos da cana-energia. Fase Ro: disco foliar da cana no inicio da desdiferenciacio
das células; Fases Ry, Rz e Rs: processo de formagio de calos embriogénicos; Fase R4: calo embriogénico; P: Planta. Os calos
foram subcultivados a cada vinte dias. Barra de escala das imagens corresponde a 5 mm

4.3. Transformacgao genética

4.3.1. Método de biolistica

Para transformagdo genética pelo método de biolistica foram utilizados calos embriogénicos das
variedades Vx12-1003 e Vx12-0277, devido essas variedades terem apresentado resultados de alta eficiéncia na
geracdo de calos embriogénicos (ambas variedades apresentaram a média de 3,5 calos por disco foliar) e na
regeneracdo de plantas (63% e 66% eficiéncia de regeneracio), além de apresentarem bom desempenho no campo
(informagdo Granbio). Nessa etapa utilizou-se um acelerador de microparticulas modelo PDS-1000/He
Biolistic®Delivery System (BIO-RAD), para o processo de transformagio. Foi utilizado micropatticulas de ouro de 1 pm,
onde o DNA se liga por atracdo eletroestatica e ¢é transportado para o tecido vegetal. Antes da etapa de
transformagéo os calos embriogénicos passaram por um tratamento, onde permaneceram por quatro horas antes e
ap6s o bombardeamento em meio de indugdo MS3K osmético, que consiste do meio MS3K suplementado com 73
gL'l de sorbitol e 73 gL' de manitol (Vain et al. 1993), gelificado com 2,4 gL' de Phytage/ (Sigma). O
bombardeamento foi realizado por co-transformacio utilizando o plasmideo pEP10 que contém o gene DDM7 sob
controle do promotor UB:-7 e o plasmideo pHA9 contendo o gene 7eo que codifica para neomicina fosfotransferase
responsavel por conferir resisténcia ao antibiético geneticina (Picelli, 2010). Em seguida, os calos foram transferidos
para o meio MS3K, onde permaneceram por 5 dias no escuro para recuperacio. Apos este periodo, foram
transferidos para meio MS3K suplementado com 30 mg.L! de geneticina, onde permaneceram por mais 30 dias no
escuro. Transcorridos os trinta dias no escuro os calos embriogénicos de cana-energia, foram entdo, transferidos para

meio de regeneragio MRP composto por sais MS suplementado com 0,45 mg.L-t BAP (6-benzilaminopurina), 0,1
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mg. L1 ANA (acido naftaleno acético) e adicionado 30 mg.L! do agente seletivo geneticina, sendo o fotoperiodo de

16 horas de luz e 8 horas de escuro a 26 °C = 2 °C.

4.3.2. Via Agrobaterium tumefasciens

Para a transformacio genética via Agrobacterium, foi utilizado o plasmideo pPCAMBIA 0380 contendo em
sua construcdo o gene AsBI-7, sob o controle do promotor ubiquitina do milho (Ubi7) e o gene que confere
resisténcia ao glifosato CP4-EPSPS, sob o controle do promotor actina do milho (A¢7). Esta construcio foi feita por
Eduardo Camargo (Figura 3) e cedida para os experimentos. O plasmideo foi inserido por eletroporacdo na
Agrobacterinm tumefaciens EHA105. Para transformacio via Agrobacterium foram utilizados calos embriogénicos das
variedades Vx12-0277 e Vx12-1744 de cana-energia, a escolha dessas variedades para serem transformadas foi devido
ao eficiente resultado na geragao de calos embriogénicos, sendo 3,5 calos e 3,8 calos por disco foliar, como também
na regeneracao de plantas, tendo a eficiéncia de 83% a Vx12-1444 e a Vx12-0277 com 66%, além de ja serem plantas
comerciais. A metodologia utilizada foi baseada no protocolo desenvolvido por Alves et al. (2009) com algumas
modificagdes descritas a seguir.

Agrobacterinm transformada com o vetor foi inoculada em uma placa de meio LB contendo 100 mg.L! de
Rifampicina e 100mg.L! de Kanamicina. Apés 3 dias no escuro a 28 °C houve o crescimento das col6nias e com o
auxilio da al¢a de Drigalski raspou-se todo o aglomerado de colonias que foram transferidas para um tubo Falcon de
50mL e adicionado 5 mI. do meio de inducdo que é composto por sais do meio MS (Murashige& Skoog, 1962) e 30
gL de sacarose. A solu¢io foi homogeneizada por inversio, sendo adicionado aos poucos mais meio de inducdo. A
quantidade de meio de inducdo foi definida a partit do calculo de diluic¢do C.V= CfVf a medida que a OD
(densidade 6ptica) da solucio foi monitorada. A OD foi medida em espectrofotémetro e mantida entre 0,6 nm a
0,75 nm.

Em seguida, adicionou-se 15 mg.I! de acetoceringona a solucido de Agrobacterium juntamente com os
calos embriogénicos previamente selecionados.A soluc¢do contendo os calos foi mantida sob agitacdo por 30 minutos
a 28 °C a 30 rpm no escuro. Apés este periodo, o excesso do meio de inducdo foi descartado e os calos foram
transferidos para uma placa de Petri de vidro contendo papel filtro por aproximadamente 10 minutos para secar o
excesso da solucio de Agrobacterium. Em seguida, os calos foram transferidos para o meio MS3K contendo 15 mg.L!
de acetoceringona e mantidos no escuro por trés dias. Apds esse periodo, os calos foram transferidos para o meio
de regeneracio MRP com 300 mg.L"! de Timentin® sob fotopetiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro a 26 °C *
2 °C, onde foram mantidos por 60 dias, apds esse periodo as plantulas sdo transferidas para o meio MS contendo 300
mg.L! de Timentin®. Apesar de a construcgio ter o gene de tolerdncia ao herbicida glifosato, nio foi usado agente

seletivo no meio de cultura.
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Figura 3. Plasmideo pCAMBIA 0380. O gene de interesse .4/BI-7 tem o promotor UBI-7, e o gene CP4-EPSPS que confere
resisténcia ao glifosato utiliza o promotor Ae1.

4.4. Identificacdo das plantas transgénicas por PCR

4.4.1. Confirmacao de plantas transformadas com o gene DDM1

O DNA gen6mico foi extraido das folhas de cana-energia regeneradas em meio seletivo, sendo coletadas
e armazenadas em freezer -80 °C, até a realizacio do isolamento do DNA. O método de extracdo utilizado foi
baseado no método CTAB (Catonic Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) desenvolvido por Doyle & Doyle
(1978).

Para reacdo de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) utilizou-se 50 ng.pl' de DNA para confirmacio da
insercdo dos cassetes contendo o gene zeo(de sele¢do) e o gene de interesse DDM7. A integridade e concentracio do
DNA isolado foi verificado no espectrofotometro NanoDrop® (ThermoScientific) e em gel de agarose (1%).

A reagio de PCR foi realizada utilizando os iniciadores apresentados na Tabela 1 e seguindo o
procedimento a seguir: desnaturagio inicial a 95 °C por 5 min; 40 ciclos de 45 segundos a 94 °C para desnaturac¢io,
50 segundos a 58,5 °C para pareamento dos iniciadores e 50 segundos a 72 °C para extensdo; extensio final a 72 °C

por 10 minutos (Picelli, 2010).

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores do gene DDM7.

Fragmento
Iniciadores Sequéncia
amplificado
Forward 5" - CCT GCCTTC ATA CGC TAT TTATTT GCT TG - 3° b
605 p

Reverse 5" - GAT CTT GAA ATC ATA GCA GCAACCGC -3




26

O tamanho do fragmento amplificado do gene DDM7 esperado foi de 605 pb, pelo pareamento do
iniciador Forward (senso) na regido terminal do promotor Ubi-1 (intron) e do iniciador Reverse (antissenso) na

sequéncia do gene DDMT7 (Figura 4).

PEP10 (= 7,6Kb)

2000 pb 2300 pb 250pb
>le >e—> pucs
Ubi-1 AtDdm1 T-nos
—> [T —
ubi-1(F)| Ddm1(R)
A J v 1
Hindlll  Sal* Bghl* Nhel y Belil* Xmal Smal  BamHI* 5all* Hindlll

Sal® BamHI*

Figura 4. Representagio da construgio do plasmideo pEP10, contém o promotor ubiquitina do milho (Ub/-7), o cDNA AtDdn1
e o terminador da neopalina sintase (1-70s).

Os iniciadores utilizados estao descritos na tabela 2 e a reacdo de PCR para detec¢do do gene neo que
confere resisténcia a geneticina seguiu o seguinte protocolo: desnaturagio inicial a 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos: 1
minuto a 94 °C para desnaturacio, 45 segundos a 60 °C para pareamento dos iniciadores e 40 segundos a 72 °C para

extensdo e extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores do gene neo.

Fragmento
Iniciadores Sequéncia
amplificado
Forward 5" CTCTGC TCG ACG TTG TCA CT 3°
437 pb
Reverse 5" AGC CAA CGC TAT GTC CTG AT 3’

Os iniciadores amplificam um fragmento de 437 pb, pelo pareamento na regido terminal do promotor
Ubi-1 (intron) e na sequéncia de gene neo. A disposi¢ao dos iniciadores no plasmideo pHA9 garante que o gene #eo

amplificado tenha sido originado do transgene inserido no genoma da cana energia (Figura 5).

pHA9 (5743 pb)

HS P TTSaBg XE X PSa X B Sa B Sa P E H
LL] || | | I Lil] L] pUCE
Ubi-1 neo T-nos /

neo|F) neo (B)

Figura 5. Esquema representativo do plasmideo pHA9, contendo o promotor da ubiquitina do milho (Ubi-7), o cassete de
expressio do gene 7eo (neomicina fosfotransferase) e o terminador da nopalina sintase (T-70s).

Em todas as reagbes de PCR utilizou-se como controle negativo a agua e também o DNA de plantas de

cana-energia ndo transformadas (wt). Utilizou-se como controle positivo, o plasmideo pEP010 para o gene DDMT e
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o plasmideo pHA9 para o gene neo, para a validagio dos resultados. As reagdes de PCR foram analisadas em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e as imagens foram reveladas no fotodocumentador Molecular Imager®

ChemiDoc™ XRS+ whit ImageLab™ Software (BIORAD).
4.4.2. Confirmacao de plantas transformadas com o gene AtBI-1

Para confirmagdo de plantas transformadas via Agrbacterinm foi extraido o DNA gen6émico das folhas
utilizando a metodologia ja descrita a cima desenvolvida por Doyle & Doyle (1987). O protocolo utilizado para as
reacoes de PCR foi: desnaturacio inicial por 5 minutos a 95 °C; 35 ciclos: 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 1
minuto a 72 °C; extensdo final por 5 minutos a 72 °C. Os pares de iniciadores utilizados para confirmacio dos

transgenes com o gene ABI-7 foram desctitos por Melotto-Passarin 2009, (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia de iniciadores utilizados para andlise de PCR do gene A#BI-7.

Iniciadores Sequéncia Fragmento amplificado
Forward 5> GCC CTG CCT TCA TAC GCT ATT 3
820 pb
Reverse 5" CAT AGT CCA TGT CACCGA GGT ¥ P

4.4.3. Andlise de PCR para o gene virG

Para confirmar se as plantas que apresentavam a presenca do gene A/BI-7, tiveram a integracao do gene
no genoma ou se o resultado seria pela presenca de Agrobacterium, foi realizada uma reacio de PCR com os
iniciadores complementares com a regido vir de Agrobacterium. A reagio de PCR realizada seguiu o seguinte protocolo:
desnaturacio inicial por 2 minutos a 96 °C; 35 ciclos: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 52 °C e 30 segundos a 72
°C; extensio final por 5 minutos a 72 °C. Os pates de iniciadores utilizados para amplificacio da regido I/7G foram

descritos por Negrotto, et al. (2000) (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncia de iniciadores utilizados para andlise de PCR da regido I#G.

Iniciadores Sequéncia Fragmento amplificado
Forward 5 - CTG GCG GCA AAG TCT GAT -3 b
450
Reverse 5 - TGT CGT AAA CCT CCT CGT -3 P

4.5. Retransformacao de plantas transgénicas para o gene DDM1

Para avaliar se o gene DDMT7 poderia influenciar na estabilizacio de transgenes, plantas da casa de
vegetacdo das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 com aproximadamente 10 meses ja confirmadas serem
transgénicas para o gene DDMT, foram reintroduzidas na cultura de tecidos para geragio de calos embriogénicos, os
quais foram retransformados via Agrobacterium com o gene ABI-1. Ap6s a regeneragio de plantas 7 vitro foi realizada

a analise de PCR para confirmagio da inser¢do do gene A7BI-7 no genoma da cana-energia-DDM].
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4.6. Andlise de expressao dos genes DDM1 e do retrotransposon TE010

Foram coletadas amostras das plantas de cana-energia confirmadas serem transgénicas para o gene
DDM1. As amostras foram coletadas nas fases Ro, Ri e Ry ja que nas fases Ro e Ry ¢ onde ocorre a diferenciagio das
células possivelmente com maior atividade dos elementos de transposicao e na fase R4 quando o calo embriogénico
ja esta desenvolvido. Amostras de folhas de plantas crescendo em casa de vegetagio com aproximadamente 10 meses
também foram coletadas. As amostras foram armazenadas no freezer -80 °C até serem utilizadas para extragao do
RNA. O RNA total foi extraido pelo método do Trizol (Invitrogen), de acordo com a metodologia recomendada
pelo fabricante. O RINA isolado foi analisado em gel de agarose 2% para avaliar a integridade do RNA obtido apds a
extragdo. A quantificacdo foi realizada no espectrofotdbmetro Nanodrop (ThermoScientific). Para eliminar possiveis
contamina¢des com DNA genémico, o RNA total extraido foi tratado com Amplification grade DNAse I livre de RN.Ase
(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a sintese do cDNA, foi utilizado 1 ug do RNA total
tratado com DNAse I, seguindo a metodologia do kit SupetScript®IIIFirst-StrandSynthesis System for RT-PCR

(Invitrogen).

4.7. Normalizagdo e analise de expressdo do gene GAPDH

O cDNA foi normalizado antes de ser utilizado na rea¢do de RT-qPCR, sendo o gene GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) utilizado como controle, pois em estudos anteriores apresentou maior
uniformidade na expressio do mRNA em diferentes tecidos de cana-de-acucar (Iskandar et al. 2004).

Nas reacbes de PCR para normalizacio do gene GAPDH foram utilizados os iniciadores da Tabela 5
seguindo o protocolo: desnaturagio inicial a 94 °C por 3 minutos; 35 ciclos; 30 segundos a 94 °C; 30 segundos a 58

°C; 30 segundos a 72 °C; extensio final a 72 °C por 5 minutos.

Tabela 5. Sequéncia dos iniciadores utilizados para o gene GAPDH.

Iniciadores Sequéncia Fragmento amplificado
Forward 5 —TTT GAATGG CAA GCT CACTG -3 b
180
Reverse 5 - GGT GGA AACCAAATCCICCT -3 P

4.8. Andlise de expressao por RT-qPCR

Para avaliar a expressdo do gene DDM7, do elemento de transposi¢io TE010 e do GAPDH utilizado
como controle, em cada amostra coletadas dos subcultivos (Ro, Ri, R4) foram avaliadas pelo método de PCR em
tempo real (RT-qPCR). Cada reagio foi composta por 6,5 pL de 2x SYBR® Green Master Mix; 0,5 pmol de cada
iniciador; 125 ng de cDNA sintetizado de cada amostra, sendo um volume final de 12,5 ul.. As condi¢Ges da corrida
seguiram o seguinte protocolo: 55 °C por 2 minutos; 95 °C por 10 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos; 60
°C por 1 minuto e 1 ciclo de 95 °C por 15 segundos; 60 °C por 15 segundos e 95 °C por 15 segundos para produzir
a curva de dissociagdo, os iniciadores utilizados para avaliar a expressdo de cada elemento estdo demonstrados na
Tabela 6.

Foi utilizado o equipamento Step One Plus® (Thermo Fisher Scientific), e os dados de eficiéncia para

cada curva produzida foram analisados pelo software Lin Reg PCR® 11.6.
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Tabela 6. Sequéncia dos iniciadores utilizados no RT-qPCR.

Fragmento
Elemento Iniciadores Sequéncia
amplificado
Forward 5 —GCT CTT GAC GCAAACTCAGCTC-3%
DDM-1 121 pb
Reverse 5 - GCG TCC ACG ACC AGTCTTC-3%
Forward 5 - GAT CGA CCTCCACTTTGTCC-3
TE010 142 pb
Reverse 5 - GTT GAG GTT GGA GCG AAACT -3
Forward 5 -TTT GAATGG CAA GCT CACTG -3
GAPDH 180 pb
Reverse 5 - GGT GGA AAC CAAATCCTCCT -3

4.9. Andlise de metilagao do elemento de transposi¢cdo TE010

Para verificar se o gene DDM7 esta relacionado com a metilacio em cana-energia, foi avaliado a
ocorréncia de metilacdo no elemento de transposicio TE010.

Para fazer esta analise, foram coletadas amostras de calos nas fases dos subcultivos Ro, Ri e R4 dos
eventos E7 e E8 da variedade Vx12-1003 e os eventos E2 e E3 da variedade Vx12-0277, o DNA dessas amostras
foram extraidos seguindo o método CTAB e em seguida tratado com o Kit MethylCode™ Bisulfite
Conversion para observacio da ocorréncia de metilagdo. Este método consiste em tratamento do
DNA com bissulfito, desta forma, as citosinas nio metiladas sdo convertidas em uracila, enquanto
as citosinas metiladas permanecem inalteradas. O DNA modificado com bissulfito é amplificado
por PCR e os produtos resultantes analisados por sequenciamento de DNA. O perfil de metilagio
do segmento de DNA ¢é determinado comparando a sequéncia do DNA tratado com bissulfito com
a sequéncia do DNA nio tratado (Frommer et al., 1992).

Os iniciadores utilizados para essa andlise foram desenhados no programa MezhPrimer, que é especifico
para analises de metilacio. Os iniciadores para o TE010 foram desenhados segundo a sequéncia fornecida no
GenBank (NCBI), nimero de acesso DQ115018.1. O proéprio programa seleciona quais regides da sequéncia no
TEO010 onde ocorre a metilagio, que sdo representados por ilhas CpGs (Figura 6) (Li and Dahiya, 2002).
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Figura 6. Sequéncia do elemento de transposicio TE010 demonstrando as ilhas CpGs. Se observa trés regies CpGs em azul, a
ilha 1 com um fragmento de 636 pb, a ilha 2 com 224 pb e a ilha 3 com fragmento de 633 pb. A Figura foi adaptada do site
http:/ /www.urogene.org/cgi-bin/methprimer2/MethPrimer_tesult.cgi.
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Os iniciadores foram desenhados na sequéncia da Ilha 1 e da Ilha 2, e analisados quanto a Tm
(Temperatura de melting), formagdo de dimeros (se/f-dimers) e a formagao de estruturas secundarias (barpins) pelo

software Oligo Analyzer Tool (Integreated DNA Technologies) (Tabela 7).

Tabela 7. Sequéncia dos iniciadores utilizados na analise de metilacio do TE010 por PCR.

Fragmento
Iniciadores Sequéncia CpGs
amplificado
Ilha 1 - Forward GGTAAGTGGATTTGGATTTATAAG N
383 37
Ilha 1 - Reverse ATAAACCCCAAAATCAACAAAAAAAC P
Ilha 2 - Forward GGGTTTATGGAGGTTAAGTTTGATA
289pb 15
Ilha 2 - Reverse AAAAATTACAATCAATCATCCCAAC P

4.1. Sequenciamento do elemento de transposi¢do TE010 tratado com bissulfito

O sequenciamento Sanger de segmentos do elemento de transposicio TEO010 foi realizado para
verificacdo da metilacio na Ilha2 utlizando os iniciadores da Tabela 7. Nao foi possivel analisar a Ilha3, pois o
programa MethPrimer segue o parimetro que quando ha uma sequéncia de mais de cinco nucleotideos repetidos ndo é
possivel desenhar iniciadores. A Ilha 1 também nio foi possivel realizar o sequenciamento, pois na analise de PCR
surgiram bandas inespecificas. Para essa técnica utilizou o sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems)
com ET Dye-Terminators, seguindo os protocolos estabelecidos pelo Laboratério de Biologia Molecular de Plantas e
Gendmica de Departamento de Ciéncias Biologicas, ESALQ/USP. Para avaliar as sequéncias obtidas de cada
amostra foi utilizado o software MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version X) (Kumar, et al., 2018).

Para avaliar os niveis de metilacdo do retrotransposon TE010 em cada amostra, os resultados do
sequenciamento foram analisados no software BISMA (Bisulfite Sequencing DNA Methylation Analysis) (Rohde, et al.
2010).

4.2. Analise estatistica

A analise dos dados obtidos foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) e o Teste de Tukey (Tukey,
1949). O software utilizado para fazer as analises estatisticas foi o JASP (JASP Team, 2019).
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5. RESULTADOS

5.1. Cultura de tecidos

5.1.1. Geragao de calos embriogénicos da cana-energia

Para determinar quais das variedades utilizadas, Vx12-0277, Vx12-1003, Vx12-1022, Vx12-1191, Vx12-
1658 e Vx12-1744 podetiam gerar maior quantidade de calos embriogénicos em meio de cultura MS3K, foram
realizadas 05 inocula¢Ges para cada uma das vatiedades. Em cada placa de meio de cultura foram introduzidos 15
discos foliates, com o intuito de avaliar quantos calos embtriogénicos seriam obtidos no dltimo subcultivo (R4) para

cada disco foliar introduzido no meio de cultura (Figura 7).

Media de calos por disco foliar

Wxl12-0277 Wxl2-1003 Wxl2-1022  Wxl12-1191 Wxl2-1658 Wxl2-1744

Figura 7. Média de formagio de calos embriogénicos. As variedades Vx12-0277, Vx12-1003, Vx12-1022, Vx12-1191, Vx12-1658
e Vx12-1744 foram analisadas no subcultivo R4. A analise estatistica refere-se a média da quantidade total de calos embriogénicos
obtidos por disco foliar introduzido no subcultivo Ro. Andlise estatistica ANOVA e teste Tukey.

A variedade que apresentou maior quantidade de calos embriogénicos por disco foliar foi a Vx12-1191
com a média de 4,0 calos por disco, seguida da Vx12-1744 com 3,8 calos embriogénicos por disco foliar. As
variedades Vx12-0277 e Vx12-1003 tiveram o mesmo resultado, aproximadamente 3,5 calos por disco foliar. J4 as
variedades Vx12-1022 ¢ Vx12-1658 apresentarem a menor quantidade de calos produzidos, sendo 2,5 e 2,2 calos por
disco foliar, respectivamente.Como observado houve variagio estatistica entre as variedades estudadas, exceto entre a

Vx12-0277 e Vx12-1003.
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5.1.2. Oxidacao de calos na cultura de tecidos

A oxida¢io dos tecidos que ocorre no decorrer dos subcultivos na cultura de tecidos, tem grande
influéncia nos resultados de formacio dos calos embriogénicos. Para fazer a andlise referente ao nivel de oxidacdo
em cada subcultivo Ro, Ri, R e Rs, foram realizadas 05 inoculagdes para cada variedade, Vx12-1003, Vx12-0277,
Vx12-1022, Vx12-1191, Vx12-1744 ¢ Vx12-1658.

A avalia¢do dos calos foi feita de maneira comparativa entre as placas com os calos, dando uma nota de
zero a cinco, sendo cinco quando o calo estava totalmente oxidado e zeto quando nio ocotria oxidagdo nos calos. A

média dos resultados estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Média do nivel de oxidagdo dos calos em cada subcultivo das variedades. Graficos: (A) Vx12-1658; (B)Vx12-0277; (C)
Vx12-1003; (D) Vx12-1022; (E) Vx12-1191; (F) Vx12-1744, sendo Ry coluna azul, Ry coluna laranja, Ra coluna vermelha e Rj
coluna vetde, nivel de oxidacao (NO). Analise estatistica ANOVA e teste Tukey.
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As variedades Vx12-1022 (Figura 8 - D), Vx12-1744 (Figura 8 - F) e Vx12-1658 (Figura 8 - A)
apresentaram nivel de oxida¢do decrescente no decorrer dos subcultivos. Apesat de aparentar ser um bom resultado,
isso ndo significou que estas variedades tiveram a maior producdo de calos embriogénicos, pois a perda de discos
foliares no subcultivos Ro devido a oxida¢ao resultou na redugdo de material vegetal para produgio de calos.

As variedades Vx12-1003 (Figura 8 - C) e Vx12-1191 (Figura 8 — E) apresentaram no subcultivo Ro menor
nfvel de oxidagdo. Devido ter preservado maior quantidade de discos foliares sem oxidacdo, essas variedades
deveriam resultar em maior média de calos embriogénicos, mas continuaram a apresentar oxida¢ao nos subcultivos
seguintes. Apesar do nfvel de oxidacdo ser crescente para a variedade Vx12-1191, ela resultou na maior média de
formacao de calos (4,0). Somente a variedade Vx12-0277 (Figura 8 — B) ndo apresentou variacio no nivel de
oxidagdo entre os subcultivos. Ja a variedade Vx12-1744 apresentou nivel de oxidacdo decrescente durante os
subcultivos e resultou na segunda melhor média de formacio de calos (3,8).

Os motivos para esse resultado de diferencas no nivel de oxidacao entre as variedades na fase Ry podem
ter sido ocasionados pelo estresse durante o processo de introdu¢io na cultura de tecidos, que ocorre desde a coleta
do material no campo, a etapa de assepsia dos palmitos no etanol 70% e no preparo dos discos foliares, onde ¢é
necessario fazer cortes no tecido vegetal. Quanto as variacdes no nivel de oxidacido durante os subcultivos deveriam
tender a decrescer, pois somente sdo selecionadas as regides sem oxidacdo nos subcultivos, mas possivelmente a
divisao dos calos para que mantenham em dimensdes uniformes podem interferir na oxidagao. Estes resultados
demonstram que o nivel de oxidac¢do é o principal fator limitante no processo de formacio de calos embriogénicos

num meio de cultura ja estabelecido.

5.1.3. Regeneragao de plantas

Para avaliar quais das variedades em estudo Vx12-0277, Vx12-1658, Vx12-1022, Vx12-1191,
Vx12-1003 e Vx12-1744 teriam maior eficiéncia em regeneracio de plantas, foram realizados trés experimentos
totalizando 30 calos embriogénicos por variedade. Os calos foram transferidos para o meio de regeneracio MRP que
consiste do meio MS suplementado com 0,45 mg.L'! BAP e 0,1 mg.LL! ANA, sendo mantidos no fotoperiodo de
16horas de luz e 8 horas de escuro a 26 °C £ 2 °C, num periodo de 40 dias, apds esse periodo avaliou quantos calos

regeneram plantas (Tabela 8).

Tabela 8. Regeneragio de plantas por calos embriogénicos.

Variedade N° de calos Plantas regeneradas Eficiéncia de
regeneragao
Vx12-1022 3() 14 TR
Vx12-1003 3(0) 19 =
Vx12-1191 3() 57 S0
Vx12-1658 30 11 an
Vx12-0277 30 20 S
Vx12-1744 30 5 S
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As variedades que obtiveram maior eficiéncia de regeneragio foi a Vx12-1191 com 90% e a Vx12-1744
com 83%, ja a Vx12-1658 apresentou o menor percentual de regeneracio de plantas cortespondendo a 36%, seguida
da Vx12-1022 com 46%. As variedades Vx12-0277 e Vx12-1003 apresentaram pouca diferenca entre elas,
correspondendo 66% e 63%, respectivamente.

A eficiéncia de regeneracdo pode estar relacionada com desenvolvimento de calos embriogénico, pois as
variedades que apresentaram a maior quantidade de calos embriogénicos por disco foliar, a Vx12-1191 média de 4,0
calos e a Vx12-1744 com a média de 3,8 calos por disco foliar, também apresentaram as maiores eficiéncias de
regeneracdo. Entretanto, para os experimentos de transformacao genética foram utilizadas as variedades Vx12-1744,
Vx12-1003 e Vx12-0277 por apresentarem taxa de regeneracdo acima de 60% e terem caracteristicas agronémicas no

campo de interesse.

5.2. Transformacao genética de cana-energia

5.2.1. Transformacao por biolistica com o gene DDM1

Com o objetivo de obter plantas transgénicas com o gene DDM7 para avaliar a estabilidade do genoma
dessas plantas pela reducdo da atividade do retrotranspososn TE010, foram selecionadas as variedades Vx12-1003,
Vx12-0277 para os experimentos de transformacdo genética, por terem apresentado média de formacio de calos
embriogénicos entre 3,5 a 3,8 e eficiéncia de formacio de calos de 63% e 66%, respectivamente e caracteristicas de
campo desejaveis.

Para a transformacdo por biolistica foram utlizados calos embriogénicos, os quais foram co-
transformados com o plasmideo pEP10 contendo o gene DDMT7 e o plasmideo pHA9 contendo o gene neo (Picelli,
2010).

Desde que as plantas de cana-de-acucar se desenvolvem em touceiras, apos duas a trés subculturas, as
plantas de cada touceira foram individualizadas e o PCR foi realizado em plantas individuais advindas de cada
touceira. Cada touceira é um evento de transformacio.

Os calos transformados foram transferidos para o meio de cultura MRP que induz a regeneracio. Este
meio contém 30 mg. L' de geneticina que ¢ utilizada para selecio das plantas transgénicas. Os calos embriogénicos
foram mantidos em fotopetiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. E nesta fase quando ocorre uma grande
influéncia do antibidtico na selecio dos possiveis calos que resultam em plantas transgénicas formando pequenas
touceiras de plantas (Figura 9 — A e B). No entanto, somente pode ser que somente algumas plantas das touceiras
sejam resistentes ao antibidtico, sendo transgénicas (Figura 9 - C), enquanto outras (nio transgénicas) ndo se

desenvolvem (Figura 9 - D).
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Figura 9. Regeneracio de plantulas 7z vitro. As figuras (A e B) representam o primeiro subcultivo para regenerar os calos
embriogénicos que passaram pelo processo de transformagio, o meio de cultura de regeneracio de calos contém geneticina (30
mg. L1). As figuras (C e D) representam o terceiro subcultivo onde apresentam o estdgio de plantula.

Os eventos foram considerados nio transgénicos quando as plantulas atingiam o segundo ou terceiro
subcultivos e comegavam a ficar com as folhas amateladas ou nio apresentavam formacio de raiz. A decorréncia da
morte das plantulas pode ter sido devido o gene 7eo nao ter sido inserido e expresso no genoma que resulta na
sensibilidade ao antibiético que se tornou tdxico ou varias copias do gene pode ter sido inserido no genoma gerando
alguma anomalia ou as touceiras podem funcionar como filtro” mantendo as plantulas falsas positivas vivas, quando
essas plantulas sdo individualizadas ficam mais expostas ao antibiético e por nio conterem o gene de resisténcia
acabam morrendo.

Na Tabela 9 esta demonstrando o nimero de calos embriogénicos transformados das variedades Vx12-
1003 e Vx12-0277, a quantidade de eventos regenerados a partir de cada transformagdo ¢ o numero de eventos

positivos para o gene DDM1 na analise de PCR.

Tabela 9. Eficiéncia transformacio genética por biolistica dos calos embriogénicos das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 com
os genes DDMT e neo.

Vx12-1003 600 8 3 0,5 %
Vx12-1003 1302 15 0 0%
Vx12-0277 1536 13 0 0%
Vx12-0277 1262 15 3 0,23 %
Vx12-0277 1672 24 0 0%
Vx12-0277 1152 12 0 0%
Vx12-0277 1000 4 1 0,1 %
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Para avaliar se havia ocorrido a inser¢do do gene DDMT nas plantas regeneradas da variedade Vx12-0277,
foram coletadas amostras das plantas 7 vitro individualizadas das touceiras. Desses quinze eventos, trés apresentaram

plantas positivas para o gene DDM7 (Figura 10).
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Figura 10. Gel de agarose 1% com as amostras de DNA isolado de plantas da variedade Vx12-0277. Cada amostra representa
uma planta diferente. O controle positivo foi o vetor pE010 (vt) e para o controle negativo foi utilizado a dgua (br). O tamanho
do fragmento esperado é de 605 pb.

Da variedade Vx12-1003 foram coletadas vinte e trés plantas dos dois experimentos de transformacio

diferentes realizados. Foram identificados trés eventos positivos (Figura 11).
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Figura 11. Gel de agarose 1% com as amostras de DNA da variedade Vx12-1003. As amostras de plantas individualizadas 39 a 46
sdo referentes ao Evento 4; as amostras de 47 a 54 pertencem o Evento 7 e as amostras 55 a 61 pertencem ao Evento 8. O

controle positivo foi o vetor pEP10 (vt) e os controles negativos foram a agua (br) e a planta nido transgénica (wt). O tamanho do
fragmento do gene DDAM7 é de 605 pb.

As plantas identificas como transgénicas de cada evento das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 foram
multiplicadas 7z »ifro, no meio de cultura MS contendo 30 mg.L! de geneticina. Apds adquiritem tamanho de

aproximadamente 12 cm, passaram pelo processo de aclimatizagio e foram introduzidas na casa de vegetagio.
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5.2.2. Transformacao via Agrobacterium com o gene AtBI-1

Foram conduzidos no total 14 experimentos de transformacdo via Agrobacterium utilizando o plasmideo
ABI-T_RR, sendo 8 experimentos com as variedades Vx12-1744 e 6 com a variedade Vx12-0277. Os experimentos
conduzidos com a variedade Vx12-0277 totalizaram 760 calos embriogénicos transformados, no entanto, houve uma
alta proliferacdo de agrobactéria nos calos ndo ocorrendo regeneragao de plantas.

Dos oito experimentos realizados com a variedade Vx12-1744 foram transformados um total de 1434
calos embriogénicos. Em trés experimentos ndo se obteve resultado de regeneracdo de plantas por também ter
ocorrido grande proliferacio da agrobactéria no meio de cultura e nos calos. No entanto, cinco experimentos
resultaram em regeneracdo de plantas que foram analisadas por PCR para confirmacdo da insercao do gene A7BI-1.

Foram analisadas plantas de 37 eventos obtidos a partir desses experimentos (Figura 12).
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Figura 12. Gel de agarose 1% para confirmagio da insercdo do gene A7BI-7 nas amostras pertencentes a variedade Vx12-1744.
Controle positivo; vetor pDM9 (vt). Controles negativos: agua (br) e planta nio transgénica (wt). Tamanho do fragmento
esperado 820 pb.

Para se certificar que o gene A/BI-7 estava inserido no genoma da cana iz vitro ¢ confirmar que nao houve
contaminagdo do DNA da planta com a agrobactéria, foi realizado uma andlise de PCR com o gene I"7G que esta
presente somente na A. fumefasciens. A presenga do gene 177G indica que existe a presenca da A. tumefasciense e a
planta pode ndo ser transgénica, ja que o gene AzBI-7 identificado pela analise de PCR pode ndo ser o gene inserido
no genoma da cana, mas sim o gene que estd no plasmideo da Agrobacterium. Assim, para os eventos positivos para o
gene AzBI-1 foi realizado uma nova andlise de PCR com o gene 177G para se certificar que as plantas ndo

apresentavam a presenca da Agrwbacterinm (Figura 13).
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Figura 13. Reacio de PCR para confirmacio da sequéncia do gene 1VirG de Agrobacterium EHA105 nas plantas Vx12-1744 que
tiveram confirmacao da inser¢io do gene .4zBI-1. Controle positivo; EHA105 (ct). Controles negativos: agua (br) e planta nio
transgénica (wt). O tamanho do fragmento esperado é de 450 pb.

Desses 37 eventos analisados da variedade Vx12-1744, 27 apresentaram PCR positivo para o gene A7BI-1
e cinco deles apresentaram o fragmento referente ao gene 177G no gel de agarose (Figura 12) sendo esses eventos o
13, 16, 24, 26 e 28. Assim, totalizou-se 22 eventos confirmados com o gene A7BI-1.

Na Tabela 10 estd demonstrando a eficiéncia de transformacdo via Agrobacterium com o gene AtBI-1
utilizando as vatiedades Vx12-1744 e Vx12-0277, sendo a quantidade de calos transformados, a quantidade de

eventos regenerados e quantos eventos confirmaram a inser¢do do gene A/BI-7 pela analise de PCR.

Tabela 10. Eficiéncia de transformacio via Agrobacterinm das variedades Vx12-0277 e Vx12-1744.

QUANTIDADE | QUANTIDADE | EVENTOS EFICIENCIA DE
VARIEDADE "
DE CALOS DE EVENTOS | COMPCR + | TRANSFORMACAO
Vx12-1744 1434 37 22 1,53 %
Vx12-0277 760 0 0 0%

As plantas provenientes dos eventos confirmados foram aclimatizadas e transferidas para a casa de
vegetacdo. Apds 3 a 4 meses, foi realizada novamente a analise de PCR para se certificar que o gene AzBI-7 ainda
estava presente no genoma das plantas de cana-energia. Algumas plantas foram selecionadas para coleta de gemas
que foram plantadas na estagdo experimental da empresa BioVertis Produgio Agricola LTDA em Alagoas para

serem realizados testes em campo.
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5.2.3. Retransformagao das plantas com o gene DDM1 via Agrobacterium com o

gene AtBI-1

Com o objetivo de analisar a estabilidade do transgene A7BI-7 em plantas contendo o gene DDMT,
discos foliares de plantas das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 da casa de vegetacdo ja confirmadas positivas para
o gene DDMT foram reintroduzidas na cultura de tecidos para obtencao de calos embriogénicos. Os calos obtidos
foram retransformados via Agrobacterium com o plasmideo pCAMBIA 0380 _AzBI-7_RR (Figura 2). Os calos
retransformados da variedade Vx12-0277 nio regeneraram plantas, devido ao grande crescimento da agrobactéria no
meio de cultura que nio pode ser controlado mesmo com a adi¢do de Timentin® no meio de cultura, usado para
controlar o crescimento da agrobactéria. Os calos retransformados da variedade Vx12-1003, 24 deles regeneraram

plantas (eventos) que foram analisadas por PCR para o gene A#BI-7 (Figura 14).
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Figura 14. Gel de agarose da reacdo de PCR com o gene A/BI-7 em eventos da variedade Vx12-1003-DDM7. Controle positivo;
vetor pDM9 (vt).Controles negativos: d4gua (bt) e planta nio transgénica (wt). O tamanho do fragmento esperado é de 820 pb.

Os eventos que deram positivo para o gene A7BI-7 foram analisados novamente por PCR para confirmar
se ainda continham o gene DDMT7 e se ndo havia contaminacdo das plantas com agrobactéria utilizando iniciadores
para o gene 7irG (Figura 15). Apesar dos eventos terem apresentado resultados positivos na reagdo de PCR para os

genes DDMT1 e AtBI-1 também apresentaram bandas referentes ao gene 17zrG.
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Figura 15. Gel de agarose 1% com as reacoes de PCR dos eventos da variedade Vx12-1003-DDM7. A: Para o gene DDMT, foi
usado como controle positivo o vetor pE010 (vt) e como controle negativo foram usados dgua (br) e a planta
ndo transgénica (wt). O tamanho do fragmento esperado é de 605 pb. B: Para o gene I7rG, DNA de A. tumefasciens EHA105 foi
usado como controle positivo. O tamanho do fragmento esperado é de 450pb.

Apesar do interesse de se obter a analise da expressdo de plantas DDM7 transformadas com o gene A#BI-
1, para observar se o gene DDM7 aumentaria a estabilidade do gene .4/BI-7, ndo foi obtido plantas confirmadas com
a presenca dos dois transgenes. E sugerido que esse experimento seja repetido futuramente, pois nio houve tempo
suficiente para ser repetido nesse trabalho devido necessitar de aproximadamente 6 meses, para que se pudesse
realizar a reintroducdo das plantas na cultura de tecidos para obtencdo de calos embriogénicos suficientes para a

transformagdo genética com o gene A7BI-1.

5.3. Avaliagdao da expressao do gene DDM1 e do elemento de transposicao TE010

Para avaliar se o gene DDMT estaria atuando no silenciamento de elementos de transposi¢ao, foi definido
o elemento de transposicdo TE010, pois em um estudo com cana-de-agucar apresentou alta atividade em calos
(Aragjo, et al., 2005). Plantas cana-energia transgénicas mantidas na casa de vegetagdo passaram pelo processo de
inoculagéo e reintrodugdo na cultura de tecidos utilizando o meio MS3K. Para confirmagio de que todo material
introduzido possuia o gene DDM7, foram feitos PCR. Foram coletadas amostras de cada subcultivo Ro, Ri, Rz, R3 R4
e P (planta) dos eventos E8 ¢ E7 da variedade Vx12-1003 e os eventos E2 e E3 da variedade Vx12-0277 (Figura 2).
Estas amostras foram coletadas durante a obteng¢do de calos embriogénicos das plantas transgénicas-DDM7 usadas
para o experimento de transformagdo com o gene ABI-7 do resultado anterior. A expressio do gene DDM7 e do
elemento de transposi¢do TE010 nos calos de cana-energia, foi feita nas fases de subcultivo Ro, Ry ¢ Ry, sendo essas

amostras pertencentes aos eventos 7 ¢ 8 da variedade Vx12-1003, e dos eventos 2 e 3 da variedade Vx12-0277.
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5.4. Avaliacdo da qualidade do cDNA com o gene GAPDH
O RNA extraido das amostras da Vx12-1003 e Vx12-0277, foram utilizados para fazer a sintese de

cDNA. Para avaliar a qualidade do cDNA sintetizado, foi realizada uma analise de PCR com os iniciadores do gene
GAPDH (Figura 16).
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Figura 16. Andlise de PCR com o gene GAPDH em gel de agarose 1%, com as amostras de cDNA de calos na fase Ry do
subcultivo das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277. Amostras 41 e 42 pertencem ao evento 8 da Vx12-1003; 45 e 49, pertencem
a0 evento 7 da Vx12-1003; Amostras 31 e 37 pertencem ao evento 3 da Vx12-0277; amostras 26, 27 e 30 pertencem ao evento 2

da Vx12-0277; amostras 1, 2 e 3 sdo plantas ndo transgénicas da variedade Vx12-0277. No controle negativo foram usados
agua (br). Tamanho do fragmento esperado foi de 180 pb.

5.5. Expressao do gene DDM1 e do TE0O10 em RT-qPCR

O cDNA sintetizado das amostras dos eventos E8 e E7 da variedade Vx12 -1003 e os eventos E2 e E3 da
variedade Vx12-0277 e de plantas controle nio transgénicas foram avaliados quanto a expressiao do gene DDMT7 e do
elemento de transposicio TE010. Com os dados obtidos, analisou-se as mudangas relativas na expressio do gene
DDMT e do elemento de transposicdo TE010 a partir da equagdo 2, que descreve a mudanga na expressio do
gene alvo em relagdo a algum grupo de referéncia, como um controle nio tratado (Livak, and Schmittgen. 2001). As

avaliagGes foram realizadas nos subcultivos Ro, Ry € R4. Os resultados da expressio estdo apresentados nas figuras 17,

18 e 19 a seguir.
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Figura 17. Expressao do gene DDMT7e do elemento de transposi¢io TE010 em RT-qPCR, na fase de subcultivo Ro.(A) Os
eventos E7 e E8 pertencem a variedade Vx12-1003. (B) Os eventos E2 e E3 pertencem a variedade Vx12-0277. Planta nio
transgénica (WT). A coluna azul se refere ao gene DDM7 e a coluna laranja ao retrotransposon TE010. Analise estatistica
ANOVA e teste Tukey.

Na avaliagio da expressio do gene DDMT7 nos subcultivos de calos na fase Ro verificamos diferengas
entre os eventos. Na variedade Vx12-1003 o evento E7 apresentou expressio do gene DDM7 de 1,5 e o evento E8
de 0,7 enquanto o controle ndo transgénico WT' foi de 1,0 (Figura 17-A), nota-se o nivel de expressdo diferenciado
entre os eventos. O E7 apresentou o dobro de expressdo em relagdao ao evento E8. A expressdo do retrotransposon
TEO010 no evento E7 foi de 1,2 e do evento E8 foi de 1,4, enquanto do controle nio transgénico foi de 1,1 (Figura
17-A). Apesar da pequena diferenca entre eles, observa-se o mesmo padrio de resultado obtido por Picelli, 2010
quando verificou que o gene DDM7 apresentava alta expressdo, a expressio do retrotrasposon TE010 era baixa ou
vice-versa, demonstrando a relagdo entre eles, onde o gene DDM7 influéncia a atividade do retrotransposon desde
que a expressdo destes genes nas plantas controle nio transgénicas foram semelhantes.

Este resultado foi mais marcante na variedade Vx12-0277 onde a expressiao do gene DDMT foi de 25,8 no
evento E2 e de 28,4 no evento E3, enquanto nas plantas ndo transgénicas WT foi de 1,1, estes eventos tiveram
expressdo relativa maior que 10 vezes comparada ao controle (Figura 17-B) e observa-se que a expressio do
retrotransposon TEO010 foi de 1,1 para o evento E2, 2,8 para o evento E3 e 1,2 para o controle nio transgénico WT

(Figura 17-B). Na fase Ry foi evidente a baixa expressio do TE010 quando a expressdo do gene DDMT foi alta, e
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como observado na variedade Vx12-1003, a expressdo do gene DDM7 e do elemento de transposicio TE010 nas
plantas ndo transgénicas controle (WT) foram semelhantes.

Na fase Ry de desenvolvimento dos calos embriogénicos, a relagdo entre a expressiao do gene DDM7 e do
retrotransposon TEO010 foi menor, mas ainda se observa diferenca na expressiao dos genes e manteve-se o padrio
observado na fase Ry, principalmente nos eventos da vatiedade Vx12-0277. Para a vatiedade Vx12-1003, a expressdo
do gene DDMT nos eventos E7 ¢ E8 foram de 0,9 e 0,4, respectivamente. Ja o controle ndo transgénico WT
apresentou a expressao de 1,0 (Figura 18-A). A expressdo observada para o retrotransposon TE010, nos eventos E7
e E8 apresentaram expressio de 1,2 e 0,5, respectivamente e o controle WT de 1,3. (Figura 18 - A). Na variedade
Vx12-0277 observou-se que o gene DDMT teve maior expressio no evento E2 sendo de 4,5 enquanto no evento E3
foi de 2,8 e o controle WT foi de 1,0, (Figura 18 - B). Por outro lado, a expressido do retrotransposon TE010 nos
eventos B2 e E3 foi de 0,9 e 14, respectivamente e o controle WT foi de 1,2 (Figura 18 - B). Apesar de menos
marcante a diferenca de expressdo entre o gene DDMT e do retrotransposon TE010, obsetva-se que quando ocorte
o aumento da expressio de um gene, ocotre o inverso no outro. Na fase Ry, a expressio do retrotransposon

prevaleceu sobre o gene DDM7 na variedade Vx12-1003, mas na Vx12-0277, a expressio do gene DDM7 foi maior.
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Figura 18. Expressiao do gene DDM7 e do elemento de transposicdio TE010 em RT-qPCR, na fase de subcultivo Ri. (A) Os
eventos BE7 e E8 pertencem a variedade Vx12-1003. (B) Os eventos E2 e E3 pertencem a variedade Vx12-0277. Planta nido
transgénica (WT). A coluna azul se refere ao gene DDM7 e a coluna laranja ao retrotransposon TE010. Andlise estatistica
ANOVA e teste Tukey.

Na fase R4 onde o calo embriogénico ja se apresentava totalmente desenvolvido, a andlise de expressdo na

variedade Vx12-1003, mostrou que no evento E7 a expressio do gene DDM7 foi de 5,9 ¢ no evento E8 de 0,2
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enquanto o controle WT foi de 1,2 (Figura 19-A). Ja para o retrotransposon TE010, a expressio no evento E7 foi de
1,2, do evento ES8 foi de 0,9 e do controle WT de 1,2 (Figura 19-A). A analise de expressdo dos genes na variedade
Vx12-0277 mostrou que para o gene DDM1, os eventos E2 e E3 foi de 0,9¢ o controle de 1,0, no entanto o
retrotransposon TEO010 apresentou expressio para os eventos E2 e E3 de 0,5 e de 1,0 para o controle nio
transgenico WT' (Figura 19-B). Estes resultados mantém o comportamento da expressdo inversa entre os genes

DDMT1 e TE010 nos eventos transgénicos e¢ a similatidade de expressio dos genes nas plantas controle nio

transgenicas (WT).
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Figura 19. Expressiao do gene DDM7 e do elemento de transposi¢io TE010 em RT-qPCR, na fase de subcultivo R4. (A) Os
eventos E7 e E8 pertencem a variedade Vx12-1003. (B) Os eventos E2 e E3 pertencem a variedade Vx12-0277. Planta nido

transgénica (WT). A coluna azul se refere ao gene DDM7 e a coluna laranja ao retrotransposon TE010. Andlise estatistica
ANOVA e teste Tukey.

Como esses resultados foram obtidos a partir de material 7z vitro, foi levantada a questdo se as plantas por
estarem em um ambiente controlado haveria alguma interferéncia na expressio do gene DDM7 e do elemento de
transposi¢io TE010. Fatores ambientais podem resultar em alteragdes na maquinaria de controle epigenético,
produzindo epialelos que sio formados pela presenca de elementos de transposicdo (Schmitz, et al. 2011).

Para verificar se realmente as condi¢Ges ambientais podem interferir na expressio dos elementos de

transposi¢do, foram coletadas amostras das plantas mantidas na casa de vegetagdo das variedades Vx12-1003
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(eventos E7 e E8) e Vx12-0277 (eventos E2 e E3) para avaliacio da expressido do gene DDMT e do retrotransposon

TEO010. As amostras foram coletadas em torno das 12 e 13 horas, o petiodo mais quente do dia (Figura 20).
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Figura 20. Expressio do gene DDM7 e do elemento de transposi¢do TE010 em plantas mantidas na casa de vegetacdo. (A) Os
eventos E8 e E7 da variedade Vx12-1003 e os controles nio transgénico (WT). (B) Os eventos E2 e E3 da variedade Vx12-0277 ¢
os controles nio transgénico (WT). A coluna azul representa os niveis de expressio do gene DDM7 e a coluna laranja do
elemento de transposi¢do TE010. Analise estatistica ANOVA e teste Tukey.

O cvento E7 e E8 da variedade Vx12-1003 tiveram a expressio do gene DDM7 de 3,9 e 2,0,
respectivamente e o controle WT de 1,5. Jd a expressdo do retrotransposon TE010 foi para os E7 ¢ E8 de 1,6, ¢ o
controle ndo transgénico WT de 1,3 (Figura 20 - A). A avaliacdo da expressio do gene DDMT entre as amostras do
evento E2 da variedade Vx12-0277 foi de 19,1, para o evento E3 foi de 43,8, enquanto o controle WT foi de 1,1. A
expressdao do retrotransposon TE010 para os eventos E2, E3 e controle WT foi préoxima de 1,0 (Figura 20 - B).
Observa-se que as plantas na casa de vegetagdo apresentam o mesmo padrio observado nas plantas 7z wvitro,
entretanto, com marcante expressio do gene DDMT7 e reduzida expressio do retrotransposon TEO010, enquanto nas
plantas controle nio transgénicas (WT) estes genes também apresentaram expressio semelhantes entre eles.

O resultado que se esperava dessa andlise de expressdo, era que as plantas ndo transgénicas (WT) das
variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 tivessem apresentado alta expressio para o elemento de transposi¢io TE010 em
relagdo aos eventos transformados. No entanto, o resultado de expressdo observado nos calos foi 0 mesmo que nas
plantas da casa de vegetacio, onde o aumento da expressao do gene DDMT7 reduz a expressio do retrotransposon
TEO010. Observou-se também, que os eventos E3 e E2 da variedade Vx12-0277 foram os que apresentaram os nfveis

mais elevados da expressio do gene DDM7 demonstrando a diferenca entre os diferentes genotipos.
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5.6. Avaliagdao da metilagdao do elemento de transposi¢cdao TE010

Para verificar se o gene DDMT realmente esta relacionado com a metilacio do DNA na cana-energia, foi
avaliado a ocorréncia de metilagao no elemento de transposicdo TE010 nas plantas transformadas com o DDMT e
nas plantas controle ndo transformadas. Apds a extragdo e tratamento com bissulfito, do DNA nas fases Ro, dos
eventos E7 e E8 da variedade Vx12-1003 e dos eventos E2 e E3 da variedade Vx12-0277, os produtos de PCR
dessas amostras foram sequenciados. No total foram analisadas trés repeticdes para cada evento transgénico e para as
plantas nao transformadas (E7, E8, E2, E3, WT-1003 e WT-0277). A regido do elemento de transposi¢ao analisada
se refere como Ilha 2 e, foi o local utilizado para o iniciador Forward. A Tlha 1 ndo foi possivel ser analisada, pois na
avaliacdo dos iniciadores por PCR surgiram bandas inespecificas, diante disso para garantir que nido haveria davidas
referente aos resultados que seriam obtidos no sequenciamento, essa analise foi descartada desse trabalho, havendo a
necessidade de desenhar novos iniciadores para dar continuidade.

As sequéncias do DNA tratados com bisulfito das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 foram alinhadas
com a sequéncia de referéncia do retrotransposon TE010. O software BISMA identificou na sequéncia referéncia do
retrotransposon 31 regiGes CpG, os eventos transformados e as plantas niao transgénicas (WT) apresentaram
metilacdo praticamente nas mesmas regides. Na Figura 21 pode ser observado em cada coluna as regides CpG, as

citosinas metiladas (vermelho) e ndo metiladas (azul).
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Figura 21. Visdao geral condensada do padrio de metilagdo observado. Do numero 1 a 31 representam as regides CpG na
sequéncia de referéncia utilizada do elemento de transposicio TE010. As sequéncias dos eventos das variedades Vx12-0277 e
Vx12-1003 e das plantas controle ndo transgénicas (wt) sio alinhadas com a sequéncia do TE010 e comparadas se houve ou nio
metilagdo nas regides CpG, regides em vermelho representam 100% de metilagdo, regides em azul 0% de metilagdo e regides em
branco sio desconhecidas.

Na Tabela 11 esta apresentada a média de metilagdo da variedade Vx12-1003, o evento E7 e o controle
ndo transformado (wt) apresentaram a mesma média de metilagio de 100%, ja o evento E8 apresentou uma média de
metilagdo inferior ao controle, sendo de 89,26%, por as amostras transformadas resultarem em um nivel de metilagido
igual e inferior ao controle, isso indica que o gene DDMT7 nio influenciou na metilagio do elemento de transposi¢ao
TEO010 nas amostras transgénicas.Para a variedade Vx12-0277, no entanto observou-se que houve diferenca na média
de metilagdo, o controle ndo transformado (wt) apresentou um nivel de metilagio do TE010 inferior comparado aos

eventos transformados E2 e E3, indicando que a presen¢a do gene DDM7 pode ter influenciado a metilacdo dessas
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sequéncias de DNA, essa hipdtese também ¢ sugerida devido a expressio por RT-qPCR do gene DDMT ter sido

significativa nos eventos E2 e E3.

Tabela 11. Nivel de metilagdo em porcentagem de cada sequéncia analisada da Vx12-0277 e Vx12-1003.

Sequéncia identificada | Média %
E8 1003 89.26
E7 1003 100.0
WT 1003 100.0
E2 0277 92.3
E3 0277 100.0
WT 0277 89.0

Nao foi possivel fazer a estatistica, pois era necessario pelo menos trés andlises para cada evento e
algumas amostras ndo apresentaram resultado de sequenciamento confiavel e as sequéncias nao continham o nimero
minimo de nucleotideos para serem analisados pelo software BISMA, por isso somente a média foi calculada entre
cada sequéncia identificada (Tabela 11). O software calcula uma média em porcentagem entre as amostras analisadas

somente das regides metiladas e ndo metiladas, conforme demonstrado na Figura 21.
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6. DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento, oxidacdo e regeneracao de plantas a partir de calos

embriogénicos de cana-energia

Das seis variedades avaliadas Vx12-1003, Vx12-0277, Vx12-1022, Vx12-1191, Vx12-1744 ¢ Vx12-1658 os
resultados tanto para o nivel de oxidagio como para o desenvolvimento de calos embriogénicos ndo apresentaram
diferencga significativa entre as variedades de cana-energia para producio de calos embriogénicos utilizando o meio
de cultura MS3K. Os explantes em cultura de tecidos foram mantidos por um petriodo de 90 a 100 dias, houve
formacao de calos que apresentaram as mesmas caracteristicas nos subcultivos ja descritos em outras pesquisas,
sendo compacto (composto de nédulos duros), fridvel e estrutura amorfa (Basnayake, et al., 2011). Ja os calos nio
embriogénicos tem aspecto mucilaginoso e apresentam coloracio acastanhada devido a oxidacdo, em contraste, o
calo embriogénico tem aspecto granular e coloragio entre branco e amarelo claro (Passamani, 2018), deste modo foi
possivel classificar o desenvolvimento de calos para cada variedade, apesar da resposta morfogénica poder ser
influenciada pelo genétipo (Joyce, et al., 2010). Os resultados apresentaram que todas as variedades de cana-energia
estudadas: Vx12-1003, Vx12-0277, Vx12-1022, Vx12-1191, Vx12-1744 e Vx12-1658, produziram calos com
caracterfsticas embriogénicas.

A oxidagdo dos calos de cana-energia no decorrer dos subcultivos pode ser influenciada pela qualidade do
explante introduzido na cultura de tecidos e também pelos reagentes utilizados no meio MS3K. Estudos que
analisaram varios meios de cultura para producido de calos embriogénicos em cana-de-acucar, descreveram que o
processo oxidativo dos calos pode ser causada pela presenca de componentes como cobre, zinco e ferro no meio de
cultura (Utino, et al., 2001), e também pela liberagdo de composto fendlicos e polifendlicos (George, et al., 1984).
Compostos fendlicos foram observados no explantes de cana-de-acicar obtidos em época de estiagem, além da
producio de calos embriogénicos terem sido inferior comparado aos explantes que foram coletados apés o perfodo
de chuva, demonstrando que pode ocorrer uma influéncia sazonal na indugao de calos embriogénicos (Basnayake, et
al., 2011). Como a coleta de cana-energia para inoculagio foi realizada em diferentes épocas do ano, perfodos de
estiagem pode ter influenciado na oxidacao dos calos.

Mesmo com a ocortréncia de oxidag¢do nos calos em desenvolvimento, isso ndo se tornou um fator crucial
para a geracdo de calos embriogénicos entre as variedades de cana-energia. Os resultados demonstraram que é
possivel utilizar o meio de cultura MS3K para produzir calos embriogénicos para as seis variedades em estudo de
cana-energia Vx12-1003, Vx12-0277, Vx12-1022, Vx12-1191, Vx12-1744 ¢ Vx12-1658 e resultaram em material
vegetal suficiente para experimentos de transformagio genética. Estudos afirmam que a embriogénese somatica ¢é a
técnica mais eficaz de obtengdo de plantas derivadas de transformagio por biolistica e via Agrobacterinm (Ithape, et al.,
2017).

A regeneracio de plantas referente as variedades estudadas, pode ser observada no periodo de 30 dias no
meio de cultura MRP apresentando formagdo de radicula e dos primoérdios foliares, dados semelhantes foram
observados por Garcia, et al. (2007) que obtiveram o mesmo resultado com calos embriogénicos. Outros estudos em
que suplementaram o meio de cultura com BAP relataram taxas de inducio de brotos de 70 a 80% a partir de calos
embriogénicos (Diabax, et al., 20011; Singh, et al., 2008). As variedades Vx12-1744 e Vx12-1191 apresentaram
elevada taxa de regeneragdo de 83% e 90%, respectivamente. Em contraste as variedades com menor taxa de

regeneragdo resultaram em 36% para a Vx12-1658 e 46% para a Vx12-1022, essa diferenca de regeneragio de plantas
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também foi obsetvada por Basnayake, et al. (2011) afirmando que a regeneragdo de plantas vatria com o tipo de
explante, as condi¢bes de cultivo e o gendtipo de cana-de-agucar. Outro fator observado nesse estudo ¢ o tempo de
subcultivo do calo embriogénico, calos com 90 a 100 dias que corresponde até a fase R3 quando sao transferidos para
o subcultivo Ry, neste perfodo, obteve-se maior eficiéncia na regeneracio de plantas, resultados semelhantes também

foram relatados por Nogueira, et al. (2019).

6.2. Transformacgao genética de calos embriogénicos e regeneragao de plantas

Neste trabalho, o método de transformacdo genética por biolistica apresentou baixa eficiéncia de
transformacido com o gene DDMT7 co-transformado com o gene de selecdo neo. Apesar de terem sido obtidos 3 e
4eventos com as variedades Vx12-1003 e Vx12-0277, respectivamente. A baixa eficiéncia também ¢é observada em
estudos relatando que foram testados tamanhos diferentes de particulas de ouro e explantes oriundos de
embriogénese somatica direta e indireta, as transformacdes resultaram em baixo nivel de transformacdo (Taparia, et
al., 2012). Entretanto, outros trabalhos relatam alta eficiéncia de transformacdo genética por biolistica, sendo
considerado por muitos pesquisadores o principal método de transformacao de cana-de-acicar (Bower, et al., 1996).
Foi relatado por Ramasamy, et al. (2018) uma eficiéncia de transformacdo em cana-de-agucar de 39% e em cana-
energia de 13%. Essa inconsisténcia de resultados é um fato comum na cana-de-agucar, que impede o alto
rendimento de obtencdo de plantas transgénicas (Hotta, et al., 2010).

A dificuldade de se obter alta eficiéncia de transformacio pode ser influenciada devido cana-de-acucar ser
hibridos interespecificos polipléides e aneupléides (Souza, et al., 2019), ja foi constatado nas plantas poliploides
mudancas em diversos niveis do genoma, como acido de transposons, duplicacio e silenciamento génico, mudancas
cromossomicas intergendmicas, estabilizacdo citonuclear (Wendel, 2000). A complexidade do genoma pode afetar
potencialmente o nivel de expressio dos genes (Soltis, et al., 2015), essa instabilidade cromossémica que ocorre
imediatamente ap6s a duplicacido do genoma foi observada em Brassica napus (Mestiri, et al., 2010).

Com relagio a transformacido genética via _Agrobacterium com o gene ABI-7 utlizando calos
embriogénicos das variedades Vx12-1744 e Vx12-0277, s6 se obteve plantas transgénicas com a variedade Vx12-
1744. Na variedade Vx12-0277 nenhum calo transformado regenerou plantula, os calos ficavam amarelados e em
alguns casos a Agrobacterium tomava toda a superficie do calo, essa dificuldade em transformar a Vx12-0277 pode ser
por influéncia do gendtipo ou da interagdo com a linhagem escolhida de agrobactéria (EAH105). Esse resultado
também foi observado em outro estudo, onde os autores avaliaram a eficiéncia de transformacio via Agrobacterium de
diferentes variedades de cana-de-agucar, e afirmaram que o gendtipo também pode interferir no resultado da
transformacio (Joyce, et al., 2010).

Neste trabalho um dos pontos que diferiu a transformacio por biolistica da via Agrobacterium, foi que os
calos embriogénicos transformados por biolistica foram co-transformados com o gene 7eo. Ja na transformagao via
Agrobacterinm, ndo houve pressio de selecdo para obtengdo das plantas apesar da constru¢io do vetor possuir o gene
EPSPS que confere tolerancia ao herbicida glifosato, mas este ndo foi utilizado para selecionar as plantas. Ha relatos
que isto pode ser uma desvantagem, por ndo usar um gene marcador selecionavel em cultura de tecidos resultando
em baixa frequéncia de transformacio, e esse método se torna ineficiente, pois as células transformadas perdem a
vantagem de se regenerarem em meio de cultura seletivo, ja que a quantidade de células ndo transformadas ¢ bem

maior e dificultaria muito a identificacdo das plantas transgénicas (Elliott, et al., 1998). No entanto, mesmo sem o
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gene de selecio foi obtido maior eficiéncia de transformagao utilizando o método via Agrobacterinm totalizando 22
eventos da variedade Vx12-1744, em comparagdo com a transformagio por biolistica que resultou somente em 7
eventos totais. As vantagens de se transformar via Agrobacterium é na capacidade de transferir longos trechos de DNA
com baixo nimero de cépias, minimo de rearranjos no genoma nas plantas transformadas, além da técnica ser mais
simples quanto comparada ao método de biolistica (Manickavasagam, et al., 2004).

Uma sugestdo para aumentar a eficiéncia de transformacdo via Agrobacterium setia fazer uma nova
construcdo do vetor contendo um gene marcador seletivo como por exemplo, o gene neo, o qual ja que apresentou
ser um marcador de selecio eficiente em calos embriogénicos de cana-de-agucar transformados por Agrobacterinm,
além da proteina neomicina fosfotransferase nio ser toxica para seres humanos (Fuchs, et al., 1993; Zhangsun, et al.,
2007). Entretanto, ha varios fatores que interferem na eficiéncia de transformacdo via Agrobacterium, como a
construcdo génica, o tempo em que os calos permanecem no co-cultivo e a composicio utilizada no meio de cultura
além do tipo de cepa de Agrbacterinm. Enfim, todos esses aspectos influenciam na regeneracio de plantas e na
expressao do gene (Joyce, et al., 2010) adicionados aos fatores da espécie receptora, pois as cultivares comerciais de
cana-de-agtcar geralmente sdo hibridos aneuploides interespecificos complexos, cujas caracteristicas influenciam na
eficiencia da transformacdo (Manickavasagam, et al., 2004; Mayavan, et al., 2015).

Ainda que nesse trabalho houve baixa eficiéncia de transformacdo, foi possivel obter plantas
transformadas utilizando os dois métodos, por biolistica e _Agrobacterinm, indicando que a cana-energia ¢ uma cultivar
responsiva para os métodos de transformacdo abordados. Estudos e testes futuros em relacdo a todos os pontos

criticos discutidos acima serdo importantes para aumentar a eficiéncia de transformacio da cana-energia.

6.3. Expressdo do gene DDM1 visando estabilidade de transgene

Os resultados obtidos nas analises de expressio do gene DDM7 e do retrotransposon TEO010, tanto na
cultura de tecidos, como em plantas mantidas na casa de vegetacdo por 10 meses, foram semelhantes. Foi observado
diferencas na expressdo do gene DDMT entre nos eventos transgénicos obtidos das variedades Vx12-1003 e Vx12-
0277. Os resultados foram consistentes nos eventos da variedade Vx12-0277 com significativa alta expressio do gene
DDMT e baixa expressio do retrotransposon TEO010 nas fases Ro, Ri, R4 e nas plantas crescidas na casa de vegetacio.
Por outro lado, os eventos obtidos da variedade Vx12-1003 tiveram expressdo do gene DDM7 variadas entre os
eventos nas fases Ro, R, Ry e de plantas crescidas na casa de vegetagdo. Somente os eventos crescidos na casa de
vegetacdo mostraram alta expressdo do gene DDMT nos dois eventos (E7 e E8). O evento E7 apresentou maior
expressao nas fases de desenvolvimento dos calos Ro, R4 e casa de vegetagdo, ja na fase Ry, a expressdo do
retrotransposon TE010 foi maior nos eventos e nas plantas controle ndo transgénica, contrastando com os eventos
da variedade Vx12-0277. Os motivos do gene DDMT nio ter sido expresso nos eventos da variedade Vx12-1003
pode ter sido devido o genétipo ter influenciado a expressio do gene (Choi, et al., 2018). Observa-se que em geral, a
faixa do nivel de expressido dos eventos da variedade Vx12-1033 varia de 0,2 a 5,9, nos eventos da variedade Vx12-
0277 foi 1 a 45. Essas variagbes podem estar relacionadas a regido de inser¢éo do transgene no genoma, a0 nimero
de copias inseridos e a integridade do transgene ap6s a inser¢do (Picelli, 2010; Hotta et al., 2010). Apesar da diferenca
de expressiao do gene DDMT entre os genotipos nas fases de desenvolvimento dos calos, é consistente a observagio
que alta expressdo deste gene, diminui a expressido do retrotransposon TEO010 estudada. Este resultado confirma a
fungdo do gene DDM7 é necessatia para suprimir os retrotransposon conforme apresentado por Hirochika et al.,

2000 e Lippman et al., 2004.
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Com relacdo a analise de expressio do TE010, na cultura de tecidos era esperado que os calos niao
transformados (WT) das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 apresentassem maior nivel de expressio em
comparagdo com os calos provenientes dos eventos transformados, porém isso nio ocorreu, pois nio houve
diferenga no nivel de expressio entre eles. Em um estudo utilizando a espécie Brassica napus, foi demonstrado que
quando a taxa de inducdo de calo foi alta, o nivel de metilacio do DNA foi menor (Gao, et al., 2014). Entretanto, a
indug@o de calos embriogénicos para as variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 apresentaram resultados semelhantes,
sendo a média de 3,5 calos por disco foliar, que pode indicar os resultados obtidos.

Estudos apontam que plantas em situa¢Ges de estresse ambiental como bidtico e abidtico, a estrutura da
cromatina pode ser alterada, o que estd associado com a metilacio de DNA e modificagdo de histonas, essas
mudancas ambientais podem influenciar na ativac¢do de elementos de transposicdo (Grandbastien 2004; Lisch, D,
2013). Diante destas informagdes, para confirmar se a expressio do elemento de transposicao TE010 ndo foi
significativamente diferente nos calos nio transformados das variedades Vx12-1003 e Vx12-0277 comparando com
os calos transformados devido ao ambiente controlado do cultivo iz witro, também foram coletadas amostras no
periodo mais quente do dia de cana-energia transformadas com o gene DDM7 cultivadas em casa de vegetacdo. No
entanto, a andlise de RT-qPCR dessas plantas apresentou resultados semelhantes aos resultados obtidos com calos
embriogénicos, a expressdao do retrotransposon TE010 nio apresentou diferenga estatistica significativa em relacdo
aos eventos transformados com o gene DDM7.

Em um estudo realizado por Picelli (2010) foi avaliado a expressao de elemento de transposicio TE010 e
do gene DDM7 em cana-de-agucar (RB835486) utilizando a técnica RT-PCR. No trabalho, o autor demonstrou que
o retrotransposon TE010 apresentou elevado nivel de expressio nos subcultivos R a R4 e nas plantas transgénicas
com o gene DDMT, o nivel de expressdo variou entre os eventos, mas demonstraram que quando havia alta
expressio do gene DDM7, a expressio do retrotransposon TE010 era menor. Os fatores que podem ter influenciado
nos resultados dos dois trabalhos sio: o petiodo de subcultivo dos calos na cultura de tecidos, que varia de 3 meses a
6 meses; as técnicas utilizadas para de analise de expressio, RT-qPCR e RT-PCR; os genétipos em estudo, cana-
energia e cana-de-agucat.

Sugere-se que sejam feitas mais analises de expressdo de outros elementos de transposi¢do, principalmente
os ETs das familias Hopscotch ¢ Mutator, ja que mais de 50% dos elementos de transposi¢ao pertencem a elas (de
Araujo, et al., 2005). Também haveria a necessidade de avaliar mais plantas transgénicas, pois o local de inser¢dao do
gene pode apresentar maior ou menor expressio do mesmo. Outra analise que deveria ser feita ¢ avaliar quantas
copias do gene DDMT foram inseridas no genoma, pois a transformagao por biolistica insere varias copias do gene

transformante no genoma podendo silenciar o transgene (Daiet al., 2001).

6.4. Metilagao do elemento de transposicao TEO10

O resultado de metilagdo fornecido pelo software BISMA, indica que possivelmente o gene DDMT estaria
influenciando a metila¢do do retrotransposon TE010 nos eventos E2 ¢ E3 da variedade Vx12-0277. Esse resultado
esta de acordo com o resultado obtido através da analise RT-qPCR, em que o gene DDMT7 esti sendo
significativamente mais expresso nesses eventos quando comparado com as variedades ndo transformadas. Em
consequéncia, através da analise do DNA tratado com bisulfito dos calos na fase Ro da Vx12-0277, verificou-se que
os eventos E2 e E3 apresentaram média de metilagdo maior comparada com a metilagdo ocorrida nos calos nio

transformados.
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Ja com relacio a variedade Vx12-1003, uma possibilidade, é que os resultados tenham sido similates entre
os calos embriogénicos transformados e os calos nao transformados, por uma possivel disfuncdo das
metiltransferases de DNA MET1 (Methyltransferase 1) e CMT3 (Chromomethylase 3) e a disfungdo doDDMT resultam em
elevados niveis de transposicio e forte hipometilacio de DNA nas regides CG ¢ CHG (Kato, et al., 2003;
Tsukahara, et al., 2009), ja que o gene DDMT nao apresentou expressao significativa na analise de RT-qPCR.

A variacdo da metilagdo entre as variedades VX12-0277 e Vx12-1003 pode ser devido a metilagio da
citosina variar durante o desenvolvimento do tecido, na diferenciacdo celular e nos estagios de desenvolvimento de
cada espécie de planta (Xu, et al., 2004, Valledor, et al., 2006; Meilinger, et al., 2009). Outro fator pode ser devido
que emtransposons longos a metilacio nas regies CHH (H representa A, T ou C) sejam dependentes de DDMT7 e
catalisada por CMT2 (Chromomethylase 2) (Stroud, et al. 2014; Zemach, et al. 2013).

Uma hipétese do gene DDM7 ter tido expressio significativa somente na fase de subcultivo Ro, pode
estar relacionado com a atividade dos elementos de transposiciao nessa fase de diferenciaciao das células, pois haveria
maior atividade de elementos de transposicdo. Os retrotransposons LTR mais antigos tem nifveis de metilacdo
inferior comparados aos retrotransposons LTR mais jovens onde os niveis de metilacio sio mais elevados (Von
Hold, et al., 2012), onde o petriodo de subcultivo pode estar influenciando, ja que o tempo de desenvolvimento na

cultura de tecidos pode afetar o nivel de metilacdo em calos e plantas regeneradas (Li et al. 2011).
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7. CONCLUSAO

Todas as variedades de cana-energia apresentaram resultados positivos na formacdo de calos
embriogénicos, sendo que a variedade Vx12-1744 apresenta melhor potencial de obtencdo de calos
embriogénicos com média de 3,8 calos por explante e reducdo do nivel de oxidacdo durante os
subcultivos.

O tempo ideal de subcultivo de calos embriogénicos das variedades de cana-energia é de 90 a 100 dias,
que corresponde entre a fase R; e Ry, esse é o petfodo ideal tanto para transformar os calos por biolistica e via
Agrobacterinm, favorecendo a eficiéncia da regenerac¢ao de plantas.

E possivel transformar geneticamente calos embriogénicos das variedades de cana-energiaVx12-1003 e
Vx12-0277 utilizando o método de biolistica através da co-transformagao com os genes DDM7 e neo, mas ainda ¢
necessario fazer alteracdes nas metodologias para se obter maior eficiéncia de transformacao.

A transformacio genética da variedade Vx12-1744 via Agrobacterium utilizando o gene A/BI-1apresentou
maior eficiéncia na obtencdo de plantas transformadas correspondendo a 22 eventos.

A expressao do gene DDM7 entre as variedades cana-energia Vx12-1003 e Vx12-0277 podem ter sido
diferentes devido a influéncia do gendtipo e demonstrou correlacdo deste gene no controle da expressio do
retrotransposon TE010.

O gene DDMT influenciou na metilacdo do retrotransposon TE010 na fase de subcultivo Ry nos eventos

E2 e E3 da variedade Vx12-0277, silenciando a atividade deste elemento de transposi¢ao.
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