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RESUMO GERAL

O presente trabalho visou avaliar o uso do vetor pRCNG na producéo de
plantas livres de marcadores de selecdo, e também aperfeicoar o protocolo
de cultura de tecido para cultivares brasileiras de cana-de-aglcar. No
experimento de validacdo do vetor pRCNG, segmentos de hipocétilo de
maracujazeiros foram transformados via Agrobacterium. Anéalise de PCR foi
realizada, constatando uma eficiéncia de transformacéo foi de 0,33%. Com
este resultado, experimentos adicionais sdo necessarios para finalizar a
validagdo deste vetor e da tecnologia marker free. No experimento com
cultura de tecido de cana-de-agucar, foram utilizados explantes foliares das
cultivares RB867515, RB855156 e RB72454. O ensaio de embriogénese
somatica consistiu em avaliar trés concentracbes de 2,4-D, trés tempos de
incubacédo, trés subcultivos apds 45 dias de indugdo e trés tempos de
regeneracdo. O ensaio de organogénese direta consistiu em avaliar o0 uso de
diferentes concentracbes e combinacdes de ANA, Kin e BAP, e quatro
tempos de incubacdo. Melhores resultados no ensaio de embriogénese
somética foram obtidos utilizando 3 mg.L™ de 2,4-D, 30 dias em meio de
inducdo, dois subcultivos e 30 dias em meio de regeneragdo para a cultivar
RB867515. Melhores resultados no ensaio de organogénese direta foram
obtidos com 45 dias de incubacdo com combinagdes de ANA e Kin para a
cultivar RB855156, independente de suas concentracdes.

Palavras-chave: Maracuji. Cana-de-agUcar. Recombinacdo sitio-especifico.
NPTII.
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GENERAL ABSTRACT

The current study was aimed to achieve two main objectives: to validate
the use of the pRCNG vector in the production of marker free genetic
modified (GM) passion fruit; and to evaluate the response of three Brazilian
sugarcane cultivars to the induction of embryogenesis and organogenesis. In
the experiments for pRCNG validation, hypocotyls segments collected from
passion fruit plantlets were submitted to transformation by three different
Agrobacterium strains. Problems with long delay in plant regeneration as
well as with the selection medium let to a very small transformation
efficiency, what jeopardized the evaluation of the efficiency of removal of
the marker gene by site-specific recombination. In the experiments on
embryogenesis and organogenesis, leaf segments from cultivars RB867515,
RB855156 and RB72454 were used as initial explants. Three 2,4-D
concentration, three incubation times, three subculture after 45 days of
induction and three regeneration times were evaluated for embryogenesis
induction; while different concentration and combination of NAA, Kin and
BAP, and four incubation times were evaluated for direct organogenesis.
The highest rates in embryogenesis induction were obtained using three
mg.L-1 of 2,4-D, 30 days of incubation on induction medium, two
subculture and 30 days of incubation on regeneration medium; while in
direct organogenesis the best results were obtained after 45 days of
induction with NAA and Kin, independent of concentration.

Keywords: Passion fruit. Sugarcane. Site-specific recombination. NPTII
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CAPITULO 1
1 Introducdo geral

O presente trabalho tem como objetivo validar o uso do vetor pRCNG
na producdo de plantas geneticamente modificadas livres de gene marcador de
selecdo e avaliar a resposta de diferentes cultivares de cana-de-aglcar usando
protocolo de cultura de tecido para indugdo de embriogénese somatica e
organogénese direta.

O vetor pRCNG, desenvolvido por Schaart et al. (2004), contém um
sistema induzivel de recombinacdo sitio-especifica e um gene marcador de
selecdo hibrido (codAnptll) para realizar tanto selecdo positiva quanto negativa
das células transformadas.

A cultura escolhida para se trabalhar com esta validagdo foi 0 maracuja
amarelo (Passiflora edulis f. Sims. flavicarpa Deg.), o qual ja possui um
protocolo de cultura de tecido e transformag&o bem definido (Otoni et al., 2007).
Através de eletroporacdo, o vetor pRCNG foi inserido em trés cepas de
Agrobacterium (AGLO, EHA105 e GV3301), a serem utilizadas no processo de
transformacdo (trés tratamentos). Seguimentos do hipocotilo de maracuja
germinados in vitro foram infectados por Agrobacterium, co-cultivados por 48
horas, e colocadas em meio de cultura contendo 100 mg.L™ canamicina e 250
mg.L™ cefotaxima sob condiges ideais de temperatura e fotoperiodo. Ao final
do processo de selecdo, cinco possiveis transformantes foram regenerados. A
extragdo de DNA foi feita pelo método CTAB e uma PCR foi feita para
confirmar a transformacdo. Dois pares de primers foram utilizados para
amplificar o gene GUS e codAnptll, presentes na construgcdo. Apds a andlise
molecular, foi confirmado um evento transformante.

O objetivo principal do experimento foi produzir plantas geneticamente

modificadas livres de marcadores de selecdo. Contudo, ndo foi concluido devido



ao grande tempo demandado para regeneracdo dos tecidos no meio de selecéo
positiva. Nao tendo sido possivel realizar a inducdo quimica no tecido
transformado para em seguida fazer uma selecdo negativa e avaliar a eficiéncia
da excisdo do gene marcador por meio de recombinacéo sitio-especifica.

No que diz respeito a cultura de tecido de cana-de-acUcar, foram
utilizadas trés cultivares de amplo uso no Brasil (RB867515, RB855156 e
RB72454), tanto para os estudos de embriogénese somatica quanto de
organogénese direta. Segmentos transversais de folhas jovens foram utilizados
como explante em ambos os protocolos.

Diferentes concentracbes do regulador de crescimento 2,4-D (1, 3 e 7
mg.L™) foram utilizadas para compor o meio de inducdo de embriogénese
somatica. A formacdo de calos embriogénicos foi registrada em trés tempos
distintos de incubacdo (30, 45 e 60 dias). Aos 45 dias, os calos embriogénicos
foram individualizados dos explantes e colocados em um novo meio de inducdo
(primeiro subcultivo). Mais dois subcultivos foram realizados a cada 21 dias
(trés subcultivos no total). Apds cada subcultivo, os calos embriogénicos foram
colocados em meio de regeneracdo. Os brotos regenerados provenientes dos
calos embriogénicos foram registrados em trés diferentes tempos (15, 30 e 45
dias). Os melhores resultados foram obtidos para a cultivar RB867515,
utilizando 3 mg.L™* de 2,4-D, incubando por 30 dias em meio de induco,
realizando dois subcultivos e incubando por 30 dias em meio de regenerag&o.
Para as cultivares RB855156 e RB72454, melhores resultados foram alcangados
utilizando 3 mg.L™" e 45 dias e 7 mg.L™ de 2,4-D e 60 dias de incubaco,
respectivamente.

Diferentes concentragdes e combinacgdes dos reguladores de crescimento
Acido a Naftalenoacético (ANA, 5 — 10 mg.L™), Cinetina (Kin, 0,5 -1 mg.L™)
e Benzilaminopurina (BAP, 1 — 2 mg.L™) foram utilizadas para compor o0 meio

de indugdo de organogénese direta. A formacdo de brotos por este processo foi



registrado ao longo de quatro tempos distintos de incubagéo (30, 45, 60 e 70
dias). Os melhores resultados foram obtidos para a cultivar RB855156,
incubando por 45 dias e utilizando os reguladores de crescimento ANA e Kin,
independente das concentrac@es utilizadas.

O objetivo principal deste experimento foi alcangado, conseguindo
otimizar o protocolo de embriogénese somatica e organogénese direta para
determinadas cultivares. Mais estudos devem ser realizados objetivando

aperfeigoar e adaptar um eficiente protocolo para cada cultivar.



CAPITULO 2
(Revisao redigida conforme norma da revista cientifica Pesquisa

Agropecuaria Brasileira - Verséo preliminar)

TECNOLOGIA MARKER FREE: RETIRADA DE GENES
MARCADORES DE SELECAO NA PRODUGCAO DE PLANTAS
GENETICAMENTE MODIFICADAS

1 Resumo

Genes marcadores de selecdo sdo amplamente utilizados no
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (GM). Estes genes
promovem a resisténcia ou tolerancia a um agente seletivo, permitindo as células
geneticamente modificadas sobreviverem no meio de sele¢do. Contudo, ap6s a
selecdo, os genes marcadores de selegdo ndo sdo mais necessarios e se tornam
indesejaveis na planta geneticamente modificada. Devido a questdes
relacionadas com biosseguranca e percepcdo publica, varios grupos de pesquisa
no mundo tem trabalhado no desenvolvimento de diferentes estratégias para a
producdo de plantas geneticamente modificadas livres de genes marcadores de
selecdo. Nesta revisdo, discutiremos diversas estratégias desenvolvidas e
aplicaveis para a producdo de plantas GM livres de genes marcadores de

selecdo.

Palavras-chave: Plantas marker free, biosseguranca, recombinagdo sitio-

especifico, excisdo de genes marcadores de sele¢éo.



MARKER FREE TECHNOLOGY: SELECTABLE MARKER GENES
REMOVAL IN GENETICALLY MODIFIED PLANT PRODUCTION

2 Abstract

Selectable marker genes are used in the development of genetically
modified plants in order to allow positive selection of the cells where the
exogenous DNA was successfully inserted. These genes usually enable
resistance or tolerance to a selective agent, permitting the genetically modified
cells to survive in the selection medium. Nevertheless, after this selection, these
selectable marker genes are no longer necessary and become undesirable in the
genetically modified plant. Due to concerns related to biosafety and public
perception, many researchers groups around the World have engaged in the
development of different strategies to produce marker free transgenic plants. In
this review, we discuss several strategies developed and available to produce

marker free transgenic plants.

Keywords: Marker free plants, biosafety, site-specific recombination, selectable

markers genes excision.



3 Introducéo

Para se produzir plantas geneticamente modificadas é imprescindivel ter
um eficiente sistema de transformacéo genética e regeneracdo de planta para a
espécie com a qual se trabalha (Birch, 1997). Vaérios fatores influenciam a
eficiéncia do processo de obtencdo de uma planta GM, tais como o processo
escolhido para realizar a transformagdo genética, a idade, o tipo e o gendtipo do
explante, o0 meio de cultura, os reguladores de crescimento, as condi¢fes de
cultivo, a concentracdo e o tipo do agente de seleg&o.

Genes marcadores de selecdo sdo de vital importancia para o
desenvolvimento de plantas GM. As primeiras plantas GM criadas em
laboratério nos primeiros anos da década de 1980, assim como as primeiras que
chegaram ao mercado na metade da década de 1990, utilizaram quase que
exclusivamente genes marcadores de selecdo que conferiam resisténcia a
antibiético ou tolerancia a herbicidas (Ramessar et al., 2007). Estes genes
codificam uma proteina enzimatica especifica que confere as células vegetais
transformadas resisténcia ou tolerncia ao agente seletivo. A finalidade do
marcador de selecdo é permitir o desenvolvimento somente das células
geneticamente modificadas (Brasileiro e Dusi, 1999). A adicdo dos agentes de
selecdo a cultura in vitro se faz no inicio do processo de transformacgdo
(Sawahel, 1994), sendo que os principais agentes de selecdo utilizados foram
antibidticos aminoglicosidicos e herbicidas. Destes, os mais amplamente
utilizados sdo, respectivamente, a canamicina e a fosfinotricina.

A canamicina e outros antibiéticos aminoglicosidicos atuam na inibicao
da traducdo (Herrera-Estrella et al., 1983; Bevan et al., 1983), matando a célula.
Com o uso do gene nptll, proveniente de bactéria E. coli, ha a producdo de
neomicina fosfotransferase, a qual inativa estes antibioticos por fosforilagéo.

Outros antibidticos usados como agentes seletivos sdo: gentamicina, geneticina,



neomicina, paromomicina e higromicina (Wilmink e Dons, 1993).

A fosfinotricina (PPT), um analogo da glutamina, é tdxica a planta e age
na glutamina sintetase, uma enzima chave para a assimilacdo de aménio e para a
regulacdo da assimilacdo de nitrogénio na planta (Miflin e Lea, 1977; De Block
et al., 1987). O gene bar (Murakani et al., 1986), que codifica a enzima
fosfinotricina-N-acetiltransferase  (PAT), foi isolado de Streptomyces
hygroscopius. A PAT catalisa a detoxificacdo pela acetilagdo do grupamento
amino livre contido no PPT, incapacitando assim a sua competicdo de forma
inibitéria com a glutamina sintetase. Outros herbicidas usados como agentes
seletivos sdo: glifosato, sulfonilureias, imidazolinonas, oxinils e cianamida.

A necessidade em procurar por sistemas alternativos, que ndo utilize um
gene marcador de selecdo ou que elimine esse gene apods a sele¢do da célula
transformada, se deve a diversas questdes, sendo as principais relacionadas a
reducdo na quantidade e no custo de analises de biosseguranca, e a percepcao
publica, sobretudo na questdo transferéncia horizontal de genes de resisténcia a
antibiodticos e transferéncia vertical de genes de tolerdncia a herbicidas. A
estratégia de se retirar 0 gene marcador de selecdo elimina a necessidade de se
realizar analises de biosseguranca para esse gene especifico, reduzindo assim o
custo total de producao de um OGM (Hare e Chua, 2002). Ha a possibilidade de
transferéncia destes genes para bactérias da flora intestinal humana ou animal,
ou para células de algum organismo que venha a interagir com 0 OGM, segundo
Miki e McHugh (2004). De acordo com Bennett et al. (2004), a transferéncia do
gene de resisténcia a antibidticos dos alimentos transgénicos para estas bactérias
foi demonstrado em laboratério, porém com uma frequiéncia muito baixa.

A transferéncia de DNA da planta para a microbiéta ou células de
mamiferos sob condices normais de dieta (Food and Agriculture
Organization/World Health Organization, 2000 citado por Darbani et al., 2007,

p.83 ), requer todos os seguintes eventos: (a) remogdo do gene do genoma da



planta, na forma linear; (b) protecdo desse gene contra degradagdo por
endonucleases, da planta e do trato gastrointestinal dos animais; (c) absorcédo
deste gene; (d) transformacdo da bactéria ou da célula competente mamifera; (e)
insercdo do gene no DNA hospedeiro, por evento raro de reparo ou
recombinacdo, em uma unidade capaz de ser transcrita; e (f) estabilizacdo
continua do gene inserido.

A preocupagdo com o risco de transferéncia vertical do gene marcador
gue confere tolerancia a herbicida tem a ver com a possibilidade de gerar
plantas daninhas com resisténcia a herbicidas (Dale et al., 2002).

A aplicacdo de um sistema de transformacdo sem o uso de genes
marcadores € uma das estratégias possiveis para a produgdo de plantas GM sem
gene marcador, porém, esta estratégia acarreta em um longo tempo na realizagdo
da triagem, assim como uma alta redu¢do no nimero de eventos (Birch,1997; De
Veten et al., 2003; Malnoy et al., 2010). As células transformadas tendem a ter
desvantagem competitiva com as células ndo transformadas e consequentemente
n&o sobrevivem (Mullins et al., 1990).

Isso levou a grupos de pesquisa a se concentrarem em criar tecnologias
alternativas, que buscam eliminar o gene marcador de selecdo apds a selegdo in
vitro e antes da liberagdo comercial. Diferentes estratégias ja foram utilizadas
com esse proposito, tais como: co-transformacao, delecdo do gene marcador por
recombinacdo sitio-especifica, uso de marcadores de selecdo ndo baseados em
antibioticos ou herbicidas, remo¢do de genes marcadores do cloroplasto e
delecdo de genes marcadores de selecdo utilizando transposons e recombinacéo
intracromossomal.

Abaixo sdo apresentadas descri¢cBes sucintas das principais estratégias

hoje utilizadas para gerar plantas GM sem gene marcador de selecéo.

Co-transformacéo



A producdo de plantas livres de marcadores de selecdo atraves da
estratégia de co-transformacdo, seja por agrobactéria ou biobalistica, se baseia
na utilizacdo de duas construges distintas, uma contendo um gene marcador de
selecdo, e outro contendo o gene de interesse (Sripriya et al., 2008). No método
por biobalistica, usam-se dois cassetes para realizar a co-transformacéo, onde os
dois cassetes de expressdo sdo preparados em quantidades distintas e alocados
no sistema de bombardeamento. Usando o sistema mediado por agrobactéria, ha
diferentes possibilidades: (a) usar dois T-DNAs em cepas de agrobactérias
distintas, (b) utilizar uma Unica cepa de agrobactéria, carregando consigo dois
plasmideos binérios, e (c) utilizar uma Unica cepa de agrobactéria, contendo dois
T-DNAs em um Unico plasmideo binério.

Independente da estratégia de transformacdo utilizada, o gene marcador
de selecdo sera removido do genoma da planta por meio da recombinagdo
combinada com segregacdo, que ocorre durante a reproducdo sexuada, e com
isso selecionando apenas as plantas com o gene de interesse. Contudo, para que
isto ocorra, se faz necessario a integracdo do gene marcador de selecdo e do
gene de interesse em locus separados.

Estudos avaliando a eficiéncia da co-transformacdo indicam que T-
DNAs presentes em um unico vetor de transformacdo em uma Unica cepa de
agrobactéria é considerado o método mais eficiente dentro deste sistema
(Depicker et al., 1985).

Por algum tempo, esta técnica ndo era aplicada a plantas de propagagéo
vegetativa. Entretanto, Dutt et al. (2008) aplicaram esta estratégia com algumas
modificagbes para produzir videiras geneticamente transformadas livres de
genes marcadores de sele¢do, sem que fosse necessario a segregacdo dos genes
pela reprodugdo sexuada. Utilizando a expressdo transiente dos genes
marcadores de selecdo codA e nptll contidos em um T-DNA, os calos

embriogénicos de videira sobrevivem a uma breve fase de sele¢do positiva (no
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qual o gene nptll confere resisténcia & canamicina) e em seguida é realizada a
selecdo negativa (no qual o gene codA converte a 5-FC para a forma toxica 5-
FU). Quando a pressdo de selecdo € removida, as células conseguem integrar de
forma estavel o T-DNA que contém o gene de interesse. Logo, esta técnica pode
ser adaptada e aplicada em outras culturas de propagacéo vegetativa (Dutt et al.,
2008).

Delecao do gene marcador de sele¢do por recombinacédo sitio-especifica

Encontrado em alguns bacteriofagos, a recombinacdo sitio-especifica
pode retirar segmentos de DNA que se encontram entre sitios-especificos de
excisdo. O sitio-especifico de recombinacdo € formado por sequéncias
palindrémicas conservadas, no qual flanqueiam o DNA a ser excisado (Kurin et
al., 1997 citado por Darbani et al, 2007, p.88). As proteinas integrase e
excisonase catalisam o processo de recombinacdo sitio-especifica, ocorrendo
assim a remocao ou troca do segmento de DNA (Hartl e Jones, 1998).

Atualmente existem trés sistemas de recombinacéo sitio-especifico bem
estudados e que estdo sendo empregados na producgdo de plantas GM livres de
genes marcadores de selecdo: (a) sistema Cre/loxP, na qual o processo de
recombinacgdo € originario de bacteriéfagos P1 (Sternberg e Hamilton, 1981;
Dale e Ow, 1990), em que a enzima Cre reconhece os sitios alvos (loxP); (b)
sistema FLP/FRT, proveniente de Sacharomyces cerevisiae (Huang et al., 1991),
onde a enzima FLP atua nos sitios FRT; e (c) sistema R/RS, que tem sua origem
em Zygosaccharomyces rouxii (Matsuzaki et al., 1990), onde a enzima
recombinase (R) atua no sitios de recombinacao (RS).

No sistema de remocédo de gene marcador de selecdo por recombinacgdo
sitio-especifica, o gene de interesse é introduzido juntamente com o gene
marcador de selecdo e o gene da recombinase sob regulacdo de um promotor
induzivel (Sugita et al., 2000; Roy et al., 2008; Bai et al., 2008; Zhang et al.,
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2009), sendo estes flanqueados por sitios de recombinagdo. Para melhorar a
eficiéncia de transformacdo pelo sistema de delegdo de gene marcador de
selecdo, ferramentas adicionais podem ser incorporadas a este sistema, tais
como: (a) marcador de selecdo negativa (codA) — um gene dominante letal
(Mullen et al., 1992; Stougaard, 1993; Gleave et al.,1999), (b) marcador de
selecdo morfoldgica (ipt) — sendo assim um marcador visual (Saelim et al.,
2009), (c) sistemas de vetores contendo oncogenes para a proliferacdo e
regeneracdo das plantas geneticamente modificadas (Kopertekh et al., 2004;
Lopez-Noguera et al., 2009).

Outra ferramenta utilizada é a utilizagdo de um gene marcador de
selecdo negativa, em conjunto com o gene marcador de sele¢do positiva. O gene
codA, proveniente da bactéria Escherichia coli, € um gene marcador de selecdo
negativa. E um gene letal dominante que codifica uma enzima que converte o
substrato ndo toéxico 5-fluorocitocina (5-FC) para uma forma tdxica, 5-
fluorouracila (5-FU) (Mullen et al., 1992; Stougaard, 1993). Ha também o gene
daol, que pode ser utilizado como um marcador positivo ou negativo,
dependendo do substrato utilizado (Erikson et al., 2004). Com ele é possivel
aplicar a selecdo negativa ap0s a selecdo positiva, mudando o agente seletivo no
substrato, de D-alanina (ou D-serina) para D-isoleucina (ou D-valina).

Outra estratégia € empregar dois sistemas sitios-especificos de
recombinagdo em um cassete, onde um sistema sera empregado na integracdo da
sequéncia de DNA (gene de interesse e gene marcador de selegdo), e o0 outro
empregado para a remocao de sequéncias que ndo sejam mais necessarias (gene
marcador de selecdo) (Srivastava e Ow, 2004; Nanto e Ebinuma, 2008;
Srivastava e Gidoni, 2010).

Novas tecnologias como Zinc Finger Nuclease e minicromossomos tém-
se mostrado eficiente na insercdo de genes em locais especificos no genoma da

planta, e estdo sendo usados em conjunto com o sistema sitio-especifico (Cai et
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al., 2009; Srivastava e Gidoni, 2010). Zinc Finger Nucleases sdo enzimas de
restricdo sintéticas que podem ser desenhadas especificamente para clivar uma
regido alvo de um DNA dupla fita, e com isso inserir o DNA de interesse. Os
minicromossomos tém tamanho equivalente ao cromossomo B de milho.
Realizando algumas modificacfes nestes minicromossomos, direciona-se a

insercdo do gene desejado. (Birchler et al., 2010).

Marcadores de sele¢do ndo baseados em antibioticos ou herbicidas

Vérios grupos de pesquisa vém relatando o uso de marcadores de
selecdo alternativos, ndo proveniente de bactérias. Com este sistema pode-se
produzir plantas transformadas sem utilizar os marcadores baseados em
resisténcia a antibidticos ou tolerancia a herbicidas, fazendo a selecdo positiva
com estes marcadores alternativos.

Estes novos marcadores sdo baseados em diversas estratégias, como 0
uso de diferentes fontes de carbono, enzimas chaves modificadas ou genes
especificos existentes em plantas. A utilizacdo do gene pmi permite a producdo
de fosfomanose isomerase, uma enzima que permite utilizar a manose como
fonte de carbono (Patil et al., 2009; Briza et al., 2010; Song et al., 2010). Da
mesma forma funciona o gene que expressa a palatinase (Boernke et al., 2001),
que converte a palatinose em frutose e glicose, e para 0 gene que expressa a 2-
desoxiglucose 6 fosfatase (Kunze et al., 2001), que degrada a 2-desoxiglucose.

H& também marcadores que se baseiam em genes existentes em plantas.
Trabalhando com a enzima acetolactato sintase (ALS), que é alvo de diversos
herbicidas, Ogawa et al. (2008) realizaram dois pontos de mutacdo no gene que
sintetiza esta enzima em arroz, levando a uma producdo de ALS resistente a
herbicida. Outros marcadores baseados em genes de plantas sdo 0s genes que
codificam as enzimas aspartato kinase (AK) e a dihidrodipicolinato sintase

(DHPS). Em substrato contendo altas concentracdes de lisina e treonina, estas
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enzimas sdo inibidas (mecanismo de feed-back), levando a um
subdesenvolvimento da planta. Algumas bactérias contem genes similares,
produzindo as mesmas enzimas (aspartato kinase e dihidrodipicolinato sintase),
porém menos suscetiveis a altas concentracdes de lisina e treonina. Usando estes
genes similares, plantas transformadas se desenvolvem normalmente no meio

contendo estes aminodcidos (Jaiwal et al., 2002).

Remocé&o de genes marcadores do cloroplasto

Por ter um genoma independente, os cloroplastos e mitocdndrias tém
sido um novo alvo para se realizar transformacgéo genética de plantas. Devido a
heranga materna, cloroplastos e mitocondrias ndo séo disseminados via polen,
eliminando a preocupacdo com a biosseguranca a respeito de fluxo génico. Os
vetores para transformagdo de cloroplastos sdo desenhados com sequencias
homologas que flanqueiam ambos os lados do transgene, e usando esta estratégia
pode-se superar alguns desafios que sdo fatores limitantes na transformacéo
nuclear, como silenciamento de genes, efeito de posicdo, e multi etapas de
construcao para multiplos genes (Daniell e Dhingra, 2002; Naqvi et al., 2010).

A recombinacdo homdloga (lamtham e Day, 2000), a recombinagdo
sitio-especifico (Lutz e Maliga, 2008; Sinagawa-Garcia et al., 2009), e a
expressao transiente da recombinase (Lutz et al., 2006), tém grande potencial
para serem aplicados na transformacg&o de cloroplastos. Foi demonstrado que na
re-transformacdo, a despeito do alto numero de genes do cloroplasto, pode
remover todas as coOpias do gene marcador de sele¢cdo por recombinagdo
homdloga (Kode et al., 2006).

Delecdo de genes marcadores de selecdo utilizando transposons e
recombinacdo intracromossomal

Transposons sdo sequéncias de DNA capazes de deixar a sua posicéo de
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origem no cromossomo e se integrarem em um outro local deste cromossomo.
Este sdo caracterizados como familia Ac/Ds, e atualmente sdo utilizados para
remocao de genes marcadores de selecdo no processo de transformacdo genética
de plantas e insercdo de DNA (Cardon et al., 1993; Zhang et al., 2003; Puchta,
2003; Gidoni et al., 2008) . O transposon contém a enzima Ac transposase, que
reconhece as sequéncias Ds no DNA, clivando o DNA nesses pontos e
reintegrando-o em um outro local. Foi amplamente estudado por Pierre-Henri et
al. (2002), sobre o elemento P na mosca das frutas (Drosophila melanogaster).

Para usar este método de eliminacdo de gene marcador de selegdo, hé a
necessidade de: (a) construir um vetor com o gene de interesse flanqueado pelas
sequéncias Ds, e outro vetor contendo o gene marcador de selecéo e o gene Ac.
(b) inserir os cassetes por co-transformacdo, e (c) realizar a segregacdo dos
genes. Entretanto, hé alguns inconvenientes quanto ao uso deste sistema, como
diferentes taxas de transposicdo para cada espécie, € um método que demanda
muito tempo (devido a etapa de segregacdo), normalmente se mostra com baixa
eficiéncia, e pode gerar plantas mutantes devido aos varios ciclos de exciséo e
insercdo (Scutt et al.; 2002).

Uma variacao do sistema de recombinacao sitio-especifico é o sistema
de recombinacgdo intracromossomal. Entretanto, ndo ha expressdo de enzimas
recombinase nesse sistema, contendo somente sitios-especificos aatP e attB
(originario de fagos e bactérias, respectivamente), responsaveis pela
recombinagdo intracromossomal. Esta recombinacdo em plantas é obtida pela
insercdo do gene marcador de selecdo entre duas sequéncias de att, que facilita a
excisdo espontanea (Zubko et al., 2000). O sitio att é rico em A+T, na qual é
estimulado a realizar a recombinacdo (Muller et al., 1999). Este sistema
apresenta algumas vantagens como uma Unica etapa de selecdo do material
transgénico, ndo necessita da expressdo de uma enzima recombinase, utiliza um

sistema de recombinacdo nuclear natural (presente em plantas), ndo ha a
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necessidade de reproducdo sexuada, e a eficiéncia da recombinacdo de
homdlogos é diretamente correlacionada com o tamanho das regiées homologas
(Zubko et al., 2000).

Atualmente, alguns trabalhos estdo sendo realizados combinando o
sistema de recombinacdo sitio-especifico com o sistema de recombinacao
intracromossomal e transformacdo de cloroplastos/plastideos, obtendo assim

sistemas mais elaborados (Thomson et al., 2010, Kempe et al., 2010).
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CAPITULO 3
(Artigo redigido conforme norma da revista cientifica Pesquisa

Agropecuaria Brasileira - Verséo preliminar)

AVALIACAO DE SISTEMA DE REMOGCAO DE GENE MARCADOR
DE SELECAO POR RECOMBINACAO SITIO-ESPECIFICA EM
MARACUJA AMARELO (Passiflora edulis f. Sims. flavicarpa Deg.)

1 Resumo

O uso de genes marcadores de selecdo sdo amplamente utilizados no
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (GM). Entretanto, os
genes marcadores de selecdo ndo sdo mais necessarios apos etapa de selecédo e se
tornam indesejéveis na planta geneticamente modificada. Devido a questdes
relacionadas a percepcdo publica e biosseguranca, diferentes estratégias foram
desenvolvidas visando a producéo de plantas geneticamente modificadas livres
de genes marcadores de selecdo. Ha também a questdo financeira, pois a
presenca do gene marcador de selegdo aumenta o custo final do processo de
desenvolvimento. Neste trabalho relatamos a transformacdo genética de
maracujazeiro visando a obtencdo de plantas transgénicas livres de gene
marcador de sele¢do, usando o sistema de recombinacdo sitio-especifico
induzivel e um gene marcador de sele¢do bifuncional. Apos realizar a selegdo
positiva e subsequentemente a selecdo negativa dos tecidos transformados,
plantas geneticamente modificadas livres de genes marcadores de selecdo podem

ser obtidas.

Palavras-chave: Plantas marker free, maracuja, selecdo positiva, selegdo

negativa.
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EVALUATION OF SELECTABLE MARKER GENE REMOVAL
SYSTEM BY SITE-SPECIFIC RECOMBINATION IN YELLOW
PASSION FRUIT (Passiflora edulis f. Sims. flavicarpa Deg.)

2 Abstract

Due to public concerns about the transgenic plants and the
environmental safety, new technologies to produce a genetically modified plant
without selectable markers were developed. Here we report the passion fruit
genetic transformation intending to obtain marker free transgenic plants, using a
inducible site-specific recombination system and a bifunctional selectable
marker gene. After to perform positive selection and subsequently negative

selection, marker free transgenic plant can be obtained.

Keywords: Marker free plants, passion fruit, positive selection, negative

selection.

3 Introducéo

Maracuja é o nome geral dado ao fruto das cerca de 600 espécies
tropicais e subtropicais do género Passiflora (Passifloraceae) (Salomdo e
Andrade, 1987). Este género, cujo centro de origem é o Brasil, esté distribuido
de forma bem ampla por todo continente americano, ocorrendo em maior
namero de espécies na América do Sul e Central. O Centro-Oeste brasileiro é o
principal centro de diversidade genética desta cultura (Lima e Cunha, 2004).

O maracuja é economicamente importante principalmente devido ao seu
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carater alimenticio, porém essa importancia é ampliada pelas suas propriedades
farmacologicas, ornamentais e decorativas, que séo atrativas a outros setores da
agroindustria além do alimenticio (Souza e Meletti, 1997; Meletti et al., 2005).
O maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. Sims. flavicarpa Deg.) e 0 roxo
(Passiflora edulis Sims) sdo as espécies mais cultivadas no Brasil. Cultivado em
quase todo territério nacional, 0 maracujazeiro amarelo é usado em 90% dos
plantios convencionais (Meletti et al., 2001), sendo que os estados da Bahia,
Espirito Santo, Para, Minas Gerais e Sergipe sdo 0s principais produtores
nacionais (Agrianual, 2008).

As varias doencas que afetam a cultura e a inexisténcia de cultivares
resistentes despontam como as causas mais significativas da estagnacéo da area
cultivada (Melleti et al., 2005), e no caso especifico dos maracujazeiros, uma
alternativa de transferéncia de genes de resisténcia a doengas Se encontra na
transformacao genética de plantas (Zerbini et al., 2008), promovendo uma nova
expectativa para a agroindustria do maracujé. Contudo, hé no Brasil e no mundo,
uma grande discussdo sobre a seguranca dos alimentos geneticamente
modificados (GM). Um dos principais pontos dessa discussdo € o uso de genes
resistentes a antibioticos e herbicidas como genes marcadores de selecdo, e as
possiveis consequéncias advindas da transferéncia horizontal e vertical,
respectivamente, desse tipo de genes. Ha também a questdo financeira, haja vista
que a presenca do gene marcador demanda estudos de biosseguranga também
deste gene, além dos estudos ja demandados para o0 gene de interesse,
aumentando substancialmente o custo final do processo de desenvolvimento e
liberagdo comercial do evento GM (Hare e Chua, 2002).

Isso levou grupos de pesquisa a Se concentrarem em criar novas
tecnologias que permitisse a geracgéo de plantas GM livres de genes marcadores
de selecdo. Dentre as diferentes estratégias utilizadas destacam-se a co-

transformacdo (Depicker et al., 1985; Sripriya et al., 2008), a delecdo do gene
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marcador por recombinacao sitio-especifica pos-selecdo do transformante (Bai et
al., 2008; Zhang et al., 2009), o uso de marcadores de selecdo ndo baseados em
antibidticos ou herbicidas (Kunze et al., 2001; Song et al., 2010), a remoc¢éo de
genes marcadores do cloroplasto (Daniell e Dhingra, 2002; Naqgvi et al., 2010) e
a delecdo de genes marcadores de selecdo utilizando transposons e
recombinacdo intracromossomal.(Scutt et al.; 2002; Puchta, 2003; Gidoni et al.,
2008).

O objetivo deste estudo foi a validagdo de estratégia de delecdo de gene
marcador por recombinacdo sitio-especifica em Passiflora edulis f. flavicarpa
mediante emprego do vetor pPRCNG (Schaart et al., 2004) para a transformagéo
genética . Este vetor apresenta dois sitios de recombinacdo Rs, uma sequéncia
modificada do gene recombinase, gene GUS, um gene marcador de selecdo
hibrido (fusdo dos genes codA e nptll), enhancer AMV (proveniente do Virus do
Mosaico da Alfafa) e gene terminador da nopalina sintase (tnos). O seu uso
promete, apds aplicacdo sucessiva de selecdo positiva e negativa, possibilitar a

eliminagéo do gene marcador de selegéo da planta GM.

4  Materiais e métodos

4.1 Material vegetal

Hipocotilos de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa)
obtidos de plantulas germinadas in vitro foram utilizados como explantes neste
estudo. As sementes tiveram seus tegumentos removidos mediante emprego de
uma mini-morsa, com consequente desinfecgdo em etanol 70% por 1 minuto,
seguida por hipoclorito de sédio 2,5% por 15 minutos. Apés a desinfestacéo, as
sementes foram lavadas trés vezes com agua estéril e acondicionadas em tubos

de ensaio contendo 10 mL de meio MS solido (Murashige e Skoog, 1962),
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suplementado com 100 mg.L™ de myo-inositol, 1 mg.L™ de &cido nicotinico, 1
mg.L™" de piridoxina e 10 mg.L™ de tiamina. O pH do meio foi ajustado para 5.7
+ 0.1 antes de autoclavar. As sementes em meio de cultura foram incubadas a 26

+ 1°C, no escuro, por 4 — 5 semanas, em camara de crescimento.

4.2 Plasmideo binario

O plasmideo pRCNG, desenvolvido por Schaart et al.(2004), foi obtido
por meio de acordo de transferéncia de material estabelecido com o Plant
Research International (PRI) da Wageningen University e Research Centers
(WUR), e contém o gene da B-glucuronidase (GUS), uma sequéncia modificada
do gene recombinase, um gene marcador de selecdo hibrido (fusdo dos genes
codA e nptll), gene terminador da nopalina sintase (tnos), enhancer AMV
(proveniente do Virus do Mosaico da Alfafa), e sitios de recombinacédo (Rs)
(Figura 1).

4.3 Cultura de Agrobacterium, infec¢do e co-cultivo

As cepas de agrobactéria AGLO, EHA105 e GV3301, transformadas
com o vetor pRCNG, foram utilizadas nesse estudo. Uma Unica coldnia de cada
cepa foi ressuspendida em 5 mL de meio LB (Luria-Bertani broth) contendo
100 mg.L'l de canamicina e incubada a 28°C, no escuro, sob agitacdo de
200 rpm, por 8 horas. ApdGs este procedimento, 500 pL da cultura foram
transferidos para 25 mL de meio LB contendo 100 mg.L™ de canamicina e
incubada a 28°C, sob agitacdo de 200 rpm até atingir a ODgeo= 0,5. AS
culturas foram centrifugadas a 5.000 rpm a 28°C, o sobrenadante foi
descartado e os pellets foram ressuspendidos em meio MS liquido (pH 5,7)
contendo 200 uM de acetoseringona, alcangando ODggo= 0,6.

Em condi¢Oes assépticas, 0s hipocétilos foram cortados em

segmentos de 1 cm de comprimento, colocados em contato com a solugdo
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bacteriana (infeccdo do tecido) e co-cultivados em meio MS sélido,
suplementado com 200uM de acetoseringona, incubados a 27 + 1°C, no

escuro, por 48 horas.

4.4 Selecao de provaveis transformantes

Apobs o co-cultivo, os explantes foram transferidos para novo meio
MS sélido suplementado com 250 mg.L™" de cefotaxima, 100 mg.L™ de
canamicina e 1 mg.L™* de BAP (Benzilaminopurina), e incubados a 27 + 1°C,
sob fotoperiodo de 16 h. A cada 15 dias, os explantes foram subcultivados
para novos meios de mesma composicdo. Apos 10 semanas, 0s explantes
sobreviventes foram colocados em meio MS sélido suplementado com 100
mg.L™" de myo-inositol, 1 mg.L™ de 4cido nicotinico, 1 mg.L™ de piridoxina e 10
mg.L™" de tiamina e, alternativamente a cada subcultivo, com 2,15 mg.L™" de
cinetina (6-furfurilaminopurina) e 0,88 mg.L™" de AIA (4cido indolacético).

Amostras de DNA foram isoladas de folhas jovens das plantulas
regeneradas in vitro, de acordo com o método CTAB (Doyle e Doyle,
1987). Para a andlise de PCR das provaveis plantas transformadas, dois
pares de primers foram usados. Os primers GUS F (5'-
CTGTAGAAACCCCAACCCGTG-3") e GUS R (5'-
CATTACGCTGCGATGGATCCC-3") foram utilizados para amplificar um
fragmento de 445 pb do gene GUS, e assim detectar a presenca do T-DNA.
Os primers CodNptll F (5-AAGGTGATTGCCAGCACACA-3) e
CodNptll R (5'-TACGTGCTCGC-TCGATGCGA-3") foram utilizados para
amplificar 274 pb do gene marcador hibrido (Schaart et al., 2004). Como
controle, amostras de DNA de maracujazeiros ndo transformados foram
incluidas na andlise. As condi¢des utilizadas na PCR foram: 95°C / 2
minutos, 1 ciclo, seguido de 35 ciclos de 95°C / 20 segundos , 60°C / 20

segundos e 72°C / 40 segundos, e um ciclo de extensdo final a 72°C / 5
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minutos.

O experimento consistiu de trés tratamentos (cepas AGLO, EHA105
e GV3301, transformadas com o vetor pPRCNG), sendo 100 explantes por
tratamento. O tratamento controle consistiu de 30 explantes. Foram
realizadas trés repeticdes bioldgicas deste experimento.

Os experimentos foram conduzidos em blocos inteiramente
casualizados no laboratério de genética molecular da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia entre maio de 2010 e fevereiro de 2011.

5 Resultados e discussoes

5.1 Selecio de maracujazeiros transformados

Antibidticos aminoglicosidicos, como a canamicina, inibem a tradugdo
de proteinas (Bevan et al., 1983), sendo usados como um agente de selegdo
positiva. Usando o gene nptll como gene marcador de selecdo, somente as
células transformadas conseguem sobreviver e se desenvolver em meio seletivo
contendo esse tipo de antibioticos.

Devido a presenca de um gene marcador de selecdo hibrido (fusdo dos
genes codA e nptll), o antibidtico canamicina foi utilizado nesse estudo para
selecdo positiva de transformantes. A concentracdo de canamicina utilizada
inicialmente para selecdo foi a recomendada por Otoni et al. (2007), isto €, de
200 mg.L™. Entretanto, no presente estudo essa concentracio levou ao
aparecimento de um alto nimero de explantes necrosados, os quais foram
conseqlientemente sendo eliminados. O problema com o aparecimento de
explantes necrosados foi eliminado quando a concentragdo de 100 mg.L™" de
canamicina, como relatado por Trevisan et al. (2006), foi utilizada. Ao final,
cinco plantas potencialmente modificadas geneticamente foram regeneradas

apos a selecdo positiva com essa concentracdo de canamicina (Figura 2).
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A transformagdo genética do maracujazeiro via Agrobacterium foi
relatada anteriormente por Manders et al. (1994) e Trevisan et al. (2006), assim
como a introducdo de genes via biobalistica por Takahashi (2002) e Freitas et al.
(2006). Assim como Monteiro (2005), o presente trabalho utilizou o protocolo
de organogénese direta de segmentos de hipocGtilo de maracujazeiro. A
morfogénese in vitro pode ser influenciada por diversos fatores, como fonte,
tamanho e idade do explante, condi¢Bes fisiologicas, gendtipo e condicoes
ambientais da planta doadora do explante (Vasil e Thorpe, 1994; Becerra et al.,
2004). O meio de cultura complementado com citocininas promove
organogenéses (Biasi et al., 2000), e com auxinas promove a formacao de calos
e raizes (Dornelas e Vieira, 1994).

A andlise de DNA por PCR utilizando dois pares de primers (GUS F /
GUS R e CodNptll F / CodNptll R) mostrou a presenca do gene GUS em duas
plantulas regeneradas (amostras D e E) e a presenca do gene codAnptll somente
em uma plantula regenerada (amostra D) (Figura 3). Desta forma, a eficiéncia de
transformacdo foi de 0,33% para o tratamento utilizando a agrobactéria AGLO
(PRCNGQG). Este célculo foi feito com base no numero de plantulas transformadas
(PCR") em relacdo a quantidade de explantes infectados e co-cultivados (Tabela
1). Essa eficiéncia mostrou-se bem inferior as eficiéncias obtidas por Trevisan et
al. (2006) e Monteiro et al. (2005), os quais obtiveram 3,3% e 10%
respectivamente. Essa baixa eficiéncia obtida esta associada aos problemas
enfrentados com as concentra¢Ges de canamicina utilizadas e o aparecimento de
tecidos necrosados, que acabaram sendo eliminados.

Outro ponto critico neste estudo foi o tempo de regeneracdo dos
explantes potencialmente transformados. O tempo de regeneracdo das plantas
controle foi de 4 semanas, enquanto os explantes potencialmente transformados
iniciaram a regeneracao ap06s 12 semanas.

O longo atraso observado na regeneracdo das plantas potencialmente
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transformadas consumiu grande parte do tempo inicialmente planejado para a
execucgdo do estudo, impossibilitando a realizacdo da segunda fase deste estudo
em tempo hébil para defesa dessa dissertacao.

A segunda parte desse estudo consistiria da inducdo quimica do gene
recombinase presente no vetor pRCNG, o qual excisaria 0 gene marcador de
selecdo codAnptll, tornando o gene gus ativo. Apds a inducdo quimica, estes
explantes seriam colocados em meio de selecdo negativa, onde somente as
células sem o gene codAnptll sobreviveriam e se desenvolveriam, gerando assim

plantas GM livres de gene marcador.

6 Conclusao

O T-DNA do plasmidio binario pRCNG foi introduzido com sucesso no
genoma do maracujazeiro amarelo; porém com eficiéncia pelo menos 10 vezes
menor que a relatada em outros estudos. Problemas de necrose de tecidos,
qguando estes foram cultivados em concentragdes de canamicina indicadas como
Otimas em outros estudos de transformagdo de maracuja, podem ter sido
responsaveis diretos pela baixa eficiéncia observada. O longo periodo para a
regeneracdo de plantas potencialmente transformadas, doze semanas apds o co-
cultivo, também contribuiu para essa baixa eficiéncia; haja vista que apés o
periodo estabelecido para a selecdo dos transformantes novos regenerantes
continuaram a ser obtidos. Esses transformantes ndo foram computados para
efeito de calculo de eficiéncia de transformacdo. A parte do estudo a indugéo
quimica do gene recombinase para a retirada do gene hibrido marcador de
selecdo (codAnptll) e com isso produzir plantas geneticamente modificadas
livres de genes marcadores de sele¢cdo ndo pdde ser realizada em tempo habil

para a defesa dessa dissertacao.
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Tabela 1 Trés cepas de Agrobacterium transformadas com o vetor pPRCNG foram usadas
na transformacéo genética de maracujazeiros. A eficiéncia de transformacéo
foi baseado no nimero de plantulas transformadas (PCR * para os genes GUS
e codAnptll) em relagdo a quantidade de explantes infectados e co-cultivados
(300 para cada tratamento).

Eficiéncia de
Tratamento GUS+  CodANptll+ transformagio
AGLO (pRCNG) 1 1 0,33%
EHA105 (pRCNG) 0 0 0%

GV3301 (pRCNG) 1 0 0%
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|VS-A}:1V IVS-AMV
(A) ﬂ“ ["recombinase-LBD HTH 355> | _codnpt H|I-4_'
Rs ‘\"'-..‘_‘ ,.—""——‘ Rs
B e LB
(B) C{ Enh] 355> GUS __|[TH 858> HPT <
EcoRl EcoRI

Figura 1 Diagrama do vetor pRCNG (Fonte: Schaart et al., 2004), consistindo do
segmento A inserido entre o promotor enhanced CaMV 35S e gene GUS, no
segmento B. RB, borda direita; LB, borda esquerda; Rs, sitio de
recombinacgéo; 35S, promotor CaMV 35S, Enh, enhancer; VS, intron 5 do
gene gbss de batata; AMV, regido ndo traduzivel 5°do Virus do Mosaico
da Alfafa; recombinase-LBD, gene recombinase modificado; T, gene
terminador nos de Agrobacterium tumefaciens; HPT, gene de resisténcia a
higromicina; codnpt, gene hibrido para selecdo positiva (nptll) e negativa
(codA); GUS, gene repdrter B-glucuronidase.
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Figura 2 Processo de transformagdo genética realizado em Passiflora edulis f. Sims.
flavicarpa Deg., utilizando como explante hipocoétilos de plantulas in vitro. A —
Germinagdo in vitro das sementes ap0s a retirada dos tegumentos e
desinfestacdo. B — Hipocétilos medindo 1 cm de comprimento em meio de
selecdo positiva (100 mg.L ™ de canamicina e 250 mg.L™ de cefotaxima) ap6s o
processo de infeccdo e co-cultivo com Agrobacterium. C — Regeneracdo de
plantulas em meio de selecdo positiva contendo AIA ou cinetina (a cada
subcultivo).
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codAnptll

Figura 3 Anélise molecular de provaveis transformantes. Trés cepas de Agrobacterium
transformadas com o vetor pPRCNG foram utilizadas na transformagdo genética
do maracujazeiro. Cinco explantes foram regenerados (A, B, C, D and E).
Dois pares de primers de oligonucleotideos (GUSF/GUSR e
CodNptlIF/CodNptlIR) foram usados para amplificar 445 pb do gene GUS
e 274 pb do gene codAnptll na analise de PCR. A, B, C e E — escapes nédo
transgénicos; D — plantula transformada; A e E — Transformagdo mediada
pela Agrobacterium GV3301(pRCNG). B, C e D - Transformagdo
mediada pela Agrobacterium AGLO(pRCNG). N - Controle negativo
(plantula nédo transformada); M — Marcador de peso molecular (ladder 100

pb).
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CAPITULO 4
(Artigo redigido conforme norma da revista cientifica Pesquisa

Agropecuaria Brasileira - Verséo preliminar)

INDU(;AO DE EMBRIOGENESE SOMATICA E ORGANOGENESE
DIRETA EM Saccharum officinarum L.

1 Resumo

Neste estudo foi avaliada a resposta morfogénica das cultivares
RB867515, RB855156 ¢ RB72454 a inducdo de embriogénese somatica, com
subsequente regeneracdo de plantas, e a inducdo de organogénese direta.
Segmentos transversais de folhas jovens medindo 2-3 mm de espessura foram
cultivados em meio MS sdlido contendo diferentes concentragdes de 2,4-D para
inducdo de calos embriogénicos e em meio MS s6lido contendo combinacdes de
ANA (Acido a- naftalenoacético), Kin (6-Furfurilaminopurina) e BAP (6-
Benzilaminopurina) para inducdo de organogénese direta. Os melhores
resultados na geragdo de calos embriogénicos foram obtidos usando 3 mg.L™ de
2,4-D, 30 dias de incubacdo em meio de inducdo, dois subcultivos e 30 dias de
incubagdo em meio de regeneragéo para o cultivar RB867515. Para as cultivares
RB855156 e RB72454, os melhores resultados foram obtidos usando 3 mg.L™ e
45 dias, e 7 mg.L™" de 2,4-D e 60 dias de incubacdo, respectivamente. Os
melhores resultados na producdo de brotos via organogénese direta foram
obtidos durante 45 dias de indugdo com as combinacdes de ANA e Kin para a
cultivar RB855156, independente de suas concentracdes. Estes resultados
mostram um eficiente protocolo de embriogénese somatica para a cultivar
RB867515, obtendo 90% de producdo de calos embriogénicos em 30 dias, e um

protocolo de organogénese direta para a cultivar RB855156, obtendo 40% de
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brotos em 45 dias.

Palavras-chave: Saccharum officcinarum L., calos embriogénicos, cultura de

tecido de cana-de-acUcar, organogénese direta.

SOMATIC EMBRYOGENESIS INDUCTION AND DIRECT
ORGANOGENESIS IN Saccharum officinarum L.

2 Abstract

In this study, morphogenic response to somatic embryogenesis,
regeneration and direct organogenesis for cultivars RB867515, RB855156 and
RB72454 were evaluated. Transversal segments of young leaves roll with 2-
3mm size were used on solid MS medium supplemented with different
concentrations of 2,4-D for embryogenic callus induction and on MS medium
supplemented with different combinations of a- Naphthaleneacetic acid (NAA),
6-Furfurylaminopurine (Kin) and Benzylaminopurine (BAP) for direct shoot
induction. Better results in the embriogenic calli generation were obtained using
3 mg.L-1 of 2,4-D, 30 days of incubation on induction medium, two subculture
and 30 days of incubation on regeneration medium for cultivar RB867515. For
cultivars RB855156 and RB72454, better results were obtained using 3 mg.L-1
and 45 days, and 7 mg.L-1 of 2,4-D and 60 days of incubation, respectively.
Better results in shoots generation via direct organogenesis were obtained during
45 days of induction with NAA and Kin combination for cultivar RB855156,

independently of their concentration. These results show an efficient protocol of
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somatic embryogenesis for cultivar RB867515, obtaining 90% of embryogenic
calli production in 30 days, and a protocol of direct organogenesis for cultivar
RB855156, obtaining 40% of shoots in 45 days.

Keywords: Saccharum oficcinarum L., embryogenic callus, sugarcane tissue

culture, callus regeneration, direct shoot organogenesis.

3 Introducéao

A cana-de-acUcar é plantada em larga escala comercial nos tropicos e
sub-trépicos (Costa-Lima et al., 2001), estando presente em mais de 80 paises
(Ho e Vasil, 1983). O cultivo da cana-de-agUcar no territorio brasileiro passou de
7.409.600 ha para 8.091.500 ha em 2010, tendo como principais produtores 0s
Estados de Séo Paulo (54,35% da producdo nacional), Minas Gerais (8%),
Parana (7,5%), Goids (7,4%) e Alagoas (5,74%) (CONAB, 2010). A
produtividade média brasileira é de 82.103 kg/ha, sendo as médias superiores
obtidas na regido Centro-Sul do Brasil, devido, entre outros fatos, as condicGes
de produgéo e tecnologia aplicadas (CONAB, 2010).

Da producéo total de cana-de-aclcar do Brasil, 46,2% destinaram-se
para a producdo de agUcar, e 0 restante para a producdo de etanol (CONAB,
2010). Esta agroindustria é responsavel por gerar diversos empregos, tendo
destaque a nivel social (Ribeiro, 2007). E uma cultura muito importante para o
setor de industrias de acucar e etanol, onde também gera diferentes subprodutos
como bagaco e melago (Stupiello, 1987). O bagaco pode ser utilizado para gerar
eletricidade e o uso da palha pode aumentar a quantidade de energia gerada por
esse bagaco, aumentando assim a importancia desta cultura e seu papel no

desenvolvimento sustentavel (Saciloto, 2003; Felix, 2006). Apos a introdugéo do
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etanol como combustivel alternativo ao petréleo, o Brasil aumentou
substancialmente a producéo de cana-de-agucar (Teixeira, 2006).

A cana-de-agUcar é uma Poaceae que pertence a tribo Panicoide,
subtribo Andropogenae, familia Gramineae, e género Saccharum. O provéavel
centro de origem desta cultura é o Sudeste Asiatico, nas regides de Nova Guiné
e Indonésia (Daniels & Roach, 1987). Seis espécies sdo descritas pertencentes ao
género Saccharum (Amalraj & Balasundaram, 2006) e podem ser classificadas
como: espécies selvagens, cultivares antigas (ou tradicionais) ou cultivares
modernas (Grivet et al., 2004). Esta cultura adapta-se a diferentes condicoes e
tem uma alta eficiéncia na producdo de biomassa. Atualmente é a principal
cultura estudada para a produgdo de acucar, biocombustivel e outros produtos
secundarios (Nonato et al., 2001; McQualter et al., 2004; Lakshmanan et al.,
2005).

A cana-de-agucar é uma excelente planta para se aplicar a transformacao
genética devido a algumas caracteristicas, como a facilidade de regeneracdo por
calo embriogénico (Heinz et al., 1977; Chen et al., 1988), assim como a sua
capacidade de propagacao vegetativa em escala comercial, onde transformantes
estaveis podem ser produzidos para os produtores (Gallo-Meagher & Irvine,
1996). Contudo, € essencial o desenvolvimento de eficientes protocolos para
producdo de plantas por cultura de tecido (Desai et al., 2004).

Alguns trabalhos foram realizados com cultura de tecido de cana-de-
acucar (Barba & Nickell, 1969; Heinz & Mee, 1969). Usando a cultura de
tecidos, é possivel produzir em larga escala mudas sadias; complementando a
propagacdo comercial desta cultura em vérios paises, como Brasil, Estados
Unidos, india e Cuba (Lakshmanan et al., 2006). A propagag&o in vitro pode ser
realizada por organogénese ou embriogénese somética (Taylor & Dukic, 1993;
Falco et al., 1996; Lakshmanan et al., 2006). A embriogénese somatica produz

embriBes utilizando tecido soméatico (Raemakers et al., 1995), ou de poucas
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células (Litz & Gray, 1995). Os métodos utilizados para micropropagacao de
cana-de-aclcar sdo a cultura de meristema de brotos (Lee, 1987; Burner &
Grisham, 1995), cultura de folhas jovens (Gill et al., 2006; Lakshmanan et al.,
2006; Khan et al.,, 2009; Ramgareeb et al.,, 2010) e cultura de calos
(Chengalrayan & Gallo-Meagher, 2001; Ali et al., 2008; Ather et al.; Rashid et
al, 2009). Os tecidos produzidos por esses métodos podem ser utilizados em
programas de transformag&o genética (Santosa et al., 2004; Joyce et al., 2010).
Neste presente trabalho relatamos as respostas morfogénicas de trés
cultivares brasileiras de cana-de-agucar a inducdo de embriogénese somatica e

organogénese direta.

4  Materiais e métodos

4.1 Material vegetal

As cultivares RB867515, RB855156 e RB72454, obtidas via PMGCA —
UFPR, foram utilizadas para este experimento. O apice das plantas com 8 a 9
meses de idade foram coletadas no campo de producéo, fornecendo o explante a
ser utilizado. As folhas externas foram retiradas, e as folhas jovens do meristema
apical foram lavadas com &gua estéril. Em condicdes assépticas, as folhas jovens
do meristema apical foram desinfestadas com etanol 70% por um minuto e
solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% por 15 minutos. Adicionalmente, mais
folhas foram retiradas, permanecendo a fonte de explante com 1 cm de didmetro.
Logo acima do meristema apical, segmentos transversais de 2-3 mm de
espessura foram seccionados, gerando os explantes a serem utilizados. Foram

seccionados 15 explantes por &pice para todo experimento.

4.2 Embriogénese somatica

O meio de inducdo utilizado neste experimento é constituido de meio
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MS sélido (Murashige & Skoog, 1962) contendo 20 g.L™ de sacarose, 100 mg.L"
' de myo-inositol, 100 mg.L™ de PVP, 0,5 mg.L™" de écido nicotinico, 0,15
mg.L™ de é4cido citrico, 1 mg.L™" de tiamina, 50 mg.L™ de cisteina, 2 mg.L™* de
glicina, 50 mg.L™ de arginina, 0,5 mg.L™ de piridoxina e 50 mL.L™ 4gua de
coco (MSC3) (Heinz & Mee, 1969). Trés concentracdes do regulador de
crescimento 2,4-D (4cido 2,4- diclorofenoxiacético) (1, 3 e 7 mg.L™") foram
usadas. O pH do meio de indugdo foi ajustado para 5.7 + 0.1 e autoclavado. Os
explantes foram colocados em frascos de 250 mL (contendo 20 mL de meio de
indugdo) e selados com tampas de polipropileno e incubados a 26+ 1°C no
escuro. Cada tratamento continha 50 explantes. Respostas morfogénicas dos

explantes foram avaliadas em trés diferentes momentos (30, 45 e 60 dias).

4.3 Regeneracéo de brotos por calos embriogénicos

O meio de regeneracdo utilizado é composto de meio MS sélido
contendo 20 mg.L™ de sacarose, 100 mg.L™ de myo-inositol e 100 mL.L™ de
agua de céco. O pH do meio de regeneracdo foi ajustado para 5.7 + 0.1 e
autoclavado. Os explantes foram colocados em frascos de 250 mL contendo 20
mL de meio de regeneracdo e selados com tampas de polipropileno e incubados
a 26t 1°C sob fotoperiodo de 16 horas de luminosidade. Aos 45 dias, os calos
embriogénicos foram individualizados dos explantes e transferidos para um
novo meio de inducdo (primeiro subcultivo). Apds 21 dias e 42 dias, realizou-se
0 segundo e terceiro subcultivo, respectivamente. A resposta morfogénica de
regeneracao foi avaliada em cada subcultivo (1°, 2° e 3° subcultivo) e em trés
diferentes tempos (15, 30 e 45 dias). Cada tratamento consistiu de seis repeticdes

experimentais.

4.4 Microscopia eletrénica em calos embriogénicos

Amostras de 2-3 mm de calos embriogénicos foram fixados em
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glutaraldeido 2,5% e pos-fixado em tetroxido de 6smio 1% em tampéo
cacodilato de sodio (pH 7.4) por uma hora (Ho & Vasil, 1983). Os calos fixados
foram desidratados em etanol 30, 50, 70, 80, 90 e 95% (10 minutos cada
desidratacdo) e trés vezes em etanol absoluto a 4 °C (30 minutos cada
desidratacdo). Apds a secagem ao ponto critico feito no aparelho Oryer Emitech
Critical Point K 850 (usando o CO, como fluido de transicdo), as amostras
foram metalizadas com ouro no aparelho Emitech K 550 Sputter Coater. A
visualizagdo e captura de imagens foram feitas em microscopio eletronico
ZEISS DSM 962 AT.

4.5 Andlise histologica em calos embriogénicos

Amostras de 2-3 mm de calos embriogénicos foram fixados em FAA
70% (formol a 40%, 5 mL; &lcool a 70%, 90 mL e &cido acético glacial, 5 mL)
por 8 horas sob vacuo (200 psi) (Ho & Vasil, 1983). Em seguida foram
desidratados em etanol 70, 80, 90% e etanol absoluto (1 hora cada desidratagao).
Apbés a desidratagdo, as amostras foram embebidas em parafina para
polimerizacdo para posterior corte das amostras. Os cortes histolégicos foram

deparafinados e corados com fast green acido (Mello & Vidal, 1978).

4.6 Organogénese direta

O meio de inducdo de organogénese é composto por meio MS sdlido
contendo 20 g.L™* de sacarose, 100 mg.L™" de myo-inositol e combinagdes dos
reguladores de crescimento ANA (acido a-naftalenoacético), cinetina (6-
furfurilaminopurina) e BAP (6-benzilaminopurina) (Tabela 1). O pH do meio de
inducéo foi ajustado para 5.7 + 0.1 e autoclavado. Os explantes foram colocados
em frascos de 250 mL (contendo 20 mL de meio de indugdo) e selados com
tampas de polipropileno e incubados a 26+ 1°C sob fotoperiodo de 16 horas de

luminosidade. Cada tratamento foi composto 25 explantes. A resposta
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morfogénica dos explantes foi avaliada em quatro tempos diferentes (30, 45, 60
e 75 dias).

4.7 Analises estatisticas

Todo experimento foi conduzido em blocos inteiramente casualizados, e
os dados foram analisados por ANOVA (analise de variancia). O teste de
Duncan a 5% de probabilidade foi utilizado para a comparacdo das médias no
software SAS.

5 Resultados e discussoes

5.1 Producéo de calos embriogénicos

Apobs o preparo do material vegetal, segmentos transversais (2-3 mm)
foram colocados em meio de inducdo. Aos 30 dias observou-se resposta
morfogénica dos explantes (Figura 1) nas trés cultivares testadas (RB867515,
RB855156, RB72454) e nos trés tratamentos (1, 3 e 7 mg.L™ de 2,4-D). A
cultivar RB867515 obteve melhores resultados (90% de producdo) usando 3
mg.L™" de 2,4-D, enquanto que as cultivares RB855156 e RB72454 obtiveram
melhores resultados usando 3 e 7 mg.L™, respectivamente (Figura 2). Para a
producdo de calos embriogénicos ao longo do tempo, melhores resultados foram
obtidos com 60 dias de incuba¢do em meio de inducédo para a cultivar RB72454.
A cultivar RB855156 apresentou melhores resultados a 45 e 60 dias. Ndo houve
diferenca significativa para o tempo de incubacdo em meio de inducdo para a
cultivar RB867515 (Figura 3).

A formac&o de calo ocorreu nos trés tratamentos, devido a presenga do
regulador de crescimento 2,4-D. O mesmo ndo ocorreu no controle negativo
(meio basal sem 2,4-D). Estes resultados séo similares aos encontrados por Ho

& Vasil (1983), que estudaram a formacdo de calos embriogénicos em cana-de-
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acucar do clone 68-1067. Em cana-de-agUcar, a embriogénese priméaria €
exclusivamente induzida em meio de cultura contendo auxinas (Raemakers et
al., 1995). Auxinas, como o 2,4-D, sdo essenciais para induzir a formacgdo de
calos (Grattapaglia & Machado, 1990). De todos os reguladores de crescimento,
0 2,4-D se mostrou mais eficiente na indugdo de calos e embriGes somaticos.
Quando este composto é aplicado em altas concentracGes, 0s calos se
apresentam mais mucilaginosos (Ho & Vasil, 1983).

Os resultados aqui apresentados mostram claramente a influéncia do
gendtipo sobre a formacédo de calos embriogénicos. Esses resultados corroboram
0 gue ja foi mostrado por Ho & Vasil (1983) e Desai et al. (2004), sendo que
estes Gltimos descrevem esse fendmeno na cultivar CoC-671, plantada na india.

Trabalhando com a cultivar RB855156, Molinari et al. (2007)
realizaram a transformacdo genética via biobalistica desta planta. Foi usado o
gene P5CS, objetivando maior producdo de prolina (osmoprotetor) em resposta a
déficit hidrico. Embrides somaticos foram utilizados como explantes,

regenerando 1,7% de plantas transformadas.

5.2 Regeneracao de brotos por calos embriogénicos

Apos 45 dias em meio de inducdo, os calos produzidos pelos explantes
foram individualizados e transferidos para um novo meio de indugdo (1°
subcultivo). Apds 21 dias e 42 dias, realizou-se 0 segundo e terceiro subcultivo,
respectivamente. A resposta morfogénica de regeneracdo foi avaliada em cada
subcultivo e em trés diferentes tempos (15, 30 e 45 dias). Os resultados
mostraram que a cultivar RB867515 obteve melhores resultados para a
regeneracao de calos embriogénicos (50 % de producéo de brotos) provenientes
de meio de inducédo contendo 1 e 3 mg.L'1 de 2,4-D, realizando dois subcultivo e
incubando por 30 ou 45 dias em meio de regeneracdo (Figuras 4). Poucos brotos

foram regenerados da cultivar RB855156 e nenhum broto foi regenerado da
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cultivar RB72454 (dados ndo apresentados).

A microscopia eletronica de varredura e andlise histolégica mostraram
imagens de calos embriogénicos e embrides somaticos nos diferentes
tratamentos (Figura 5 e 6). Nas imagens de microscopia eletrénica de varredura
da cultivar RB867515, foram observados embrifes completamente formados
(Figura 5A e 5B). Para as cultivares RB855156 e RB72454, observou-se a
formacg&o de embriGes em um estagio bem inicial (Figuras 5C e 5D). As mesmas
observacGes podem ser feitas nas imagens das andlises histoldgicas, onde ha
embrides completamente formados para RB867515 (Figuras 6A — 6D), e
formagdo de embribes para RB855156 e RB72454 (Figuras 6E — 6H). Isto
explica os melhores resultados obtidos para RB867515 na regeneragdo de
brotos.

Na regeneracdo de brotos proveniente de embriGes somaticos, a sacarose
pode influenciar a diferenciacdo celular e no desenvolvimento das raizes (Ho &
Vasil, 1983). Outro fator impactante neste processo é o uso de complexos
organicos e aminoacidos essenciais no meio de regeneracdo (Litz & Gray,
1995). A insuficiéncia na maturacdo dos embriGes somaticos acarreta em
desenvolvimento ndo satisfatorio na producdo de brotos (Raemakers et al.,
1995). Esse fendmeno é chamado de germinacdo precoce e é o principal
problema no desenvolvimento de embriGes somaticos (Litz & Gray, 1995).

O uso de agua de cdco, que contém citocininas naturais, em meio de
regeneracdo promove efeitos benéficos & morfogénese e desenvolvimento do
broto (George et al., 2008). Contudo, a concentragdo dos compostos da agua de
cbco ndo sdo constantes no fruto, ou mesmo nos produtos industrializados.

Os brotos regenerados através de calos embriogénicos foram produzidos
neste experimento usando meio de regeneracdo sem auxina (50% de
regeneracéo), assim como os trabalhos de Falco et al. (2000) e Snyman et al.
(2006) (40% de regeneracéo).
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5.3 Producéo de brotos por organogénese direta

Segmentos transversais (2-3 mm) foram colocados em meio de inducéo
de organogénese contendo combinacBes dos reguladores de crescimento ANA,
Kin e BAP. Aos 30 dias observou-se resposta morfogénica dos explantes (Figura
7). Melhores resultados foram obtidos para RB855156 nos tratamentos M4, M6
e M7, incubando por 45, 60 ou 75 dias (Figuras 8 e 9). As cultivares RB867515
e RB72454 apresentaram uma baixa eficiéncia na producdo de brotos, sendo
inferiores a 20% (dados ndo apresentados). N&o houve diferenca significativa
para a producéo de brotos de RB867515 e RB72454.

A alta porcentagem na producdo de brotos por organogénese direta para
RB855156 foi obtida pelos tratamentos contendo combinagdes de ANA + Kin
(tratamentos M4, M6 e M7). Resultados similares foram encontrados por Gill et
al. (2006). Explantes de cana-de-acucar da variedade CoJ83 incubadas em meio
de inducdo contendo ANA (5 mg.L?) e Kin (0,5 mg.L™") geraram altas
producdes de brotos. Ao adicionar 1 mg.L™ de BA (6-benziladenina) a
combinacdo ANA + Kin, ndo houve efeito sinérgico na geracdo de brotos (Gill
et al., 2006).

A vantagem em utilizar a producdo de brotos por organogénese direta é
que se reduz o risco de aparecimento de variacdo somaclonal. Excessivas
divisGes celulares durante a fase de calo podem levar a variagdo somaclonal; o
que é indesejavel durante a clonagem de cultivares elites ou na transformagéo
genética de variedades comerciais (Gill et al., 2006). A regeneracgao direta sem
passar pela fase de calo tem sido relatada em outras monocotileddneas como
alho (Sata et al., 2000) e milheto (Vikrant & Rashid, 2001).

Uma resposta morfogénica anormal, descrita como mé formacao da area
foliar e radicular (folhas extremamente estreitas e pouco clorofiladas, e raizes

clorofiladas, curtas e rigidas), foi observada (Figura 7C). Khan et al. (2009)
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relatam que o tipo de citocinina utilizada no meio de inducdo tem efeitos
marcantes no desenvolvimento de brotos, e que melhores resultados s&o obtidos
usando cinetina (Kin) ao invés de BAP. Além disso, 0s brotos se apresentavam
fundidos e com folhas anormais (Khan et al., 2009) quando se utilizava BAP no
meio de inducdo. A variacdo da atividade das citocininas pode ser explicada pela
sua absorcdo diferenciada (Blakesey, 1991), taxas de translocacdo variadas para
a regido meristematica e de processos metabdlicos. As citocininas podem ser
degradadas ou conjugadas com agucares ou aminoacidos, formando compostos

biologicamente inertes, como relatado por Tran Thanh Van & Trinh (1990).

6 Conclusao

Os resultados do estudo de inducdo de embriogénese somatica mostram
que esta é ser dependente do gendtipo. O protocolo de inducdo de embriogénese
somatica foi altamente eficiente para as cultivares RB855156 (acima de 80% de
producéo) e RB867515 (acima de 90% de producéo), usando 3 mg.L™ de 2,4-D
para ambas cultivares, e 45 e 30 dias de incubacéo, respectivamente. AlteracGes
no protocolo séo necessarios para o cultivar RB72454, haja vista que a eficiéncia
neste cultivar foi de apenas 50%.

A maior producdo de brotos por calos embriogénicos foi obtida pela
cultivar RB867515, com calos embriogénicos provenientes do meio de indugdo
contendo 3 mg.L™ de 2,4-D, realizando 2 subcultivos (em meio de inducéo) e
incubando por 30 dias em meio de regeneragdo. Entretanto, para as cultivares
RB855156 e RB72454, este protocolo de regeneracdo precisa ser ajustado.

A maior producdo de brotos por organogénese direta foi obtida pela
cultivar RB8855156, usando combinagdes de ANA (acido a-naftalenoacético) e
Kin (6-furfurilaminopurina), e incubando por 45 dias em meio de inducéo de

organogénese. Para as cultivares RB867515 e RB72454, este protocolo demanda
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modificagoes.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1 Combinagbes de reguladores de crescimento em mg.L™” para indugdo de
organogénese direta em cana-de-agucar.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l M12**

ANA* 10 0 O 5 5 10 10 5 5 10 10 0
Kin 0 1 0 05 1 05 1 0 O 0 0 0
BAP O O0 2 0 O O 0 1 2 1 2 0

*ANA — Acido a naftaleno acético, Kin - 6- furfurilaminopurina e BAP — 6 - benzilaminopurina.
**M12 - tratamento controle.
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Figura 1 Preparacdo das amostras e formacédo de calos em cana-de-aglcar. A — &pice da
planta sem as folhas velhas; B — folhas jovens ap6s desinfestacdo; C — explantes
de folhas jovens préximos ao meristema apical; D — secgOes transversais dos
explantes em meio de inducdo; E- calo embriogénico; F —calo ndo-
embriogénico.
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Figura 2 Calos embriogénicos de cana-de-acUcar obtidos apés 60 dias em meio de
inducdo suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D. Em cada
categoria, valores com a mesma letra ndo diferem pelo Teste de Duncan
(P<0,05).
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Figura 3 Calos embriogénicos de cana-de-agUcar obtidos em trés tempos de incubagdo
em meio de indugdo suplementado. ns — diferenca ndo significativa. Em cada
categoria, valores com a mesma letra ndo diferem pelo Teste de Duncan

(P<0,05).
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Figura 4 A — Calos embriogénicos da cultivar RB867515 obtidos apds 45 dias em meio
de inducdo suplementado com 2-4-D, subcultivados e transferidos para o meio
de regeneracdo. A porcentagem de calos embriogénicos que produziram brotos
foi avaliada em meio de regeneracdo, sendo os calos obtidos a partir de
diferentes concentragdes de 2,4-D (1, 3 e 7 mg.L™") na inducdo. B — Calos
embriogénicos da cultivar de RB867515 obtidos apds 45 dias em meio de
indugdo suplementado com 2,4-D, subcultivados e transferidos para meio de
regeneracgdo. A porcentagem de calos embriogénicos que produziram brotos foi
avaliada nos diferentes de subcultivos. C - Calos embriogénicos da cultivar de
RB867515 obtidos apds 45 dias em meio de inducdo suplementado com 2,4-D,
subcultivados e transferidos para meio de regeneracdo. A porcentagem de calos
embriogénicos que produziram brotos foi avaliada em tempos diferentes de
regeneragdo. Colunas com a mesma letra ndo diferem pelo Teste de Duncan
(P<0,05).
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Figura 5 Embrides de cana-de-agUcar analisados através de microscopia eletrnica de
varredura. A, B — Embribes formados da cultivar RB867515 obtidos ap6s 45
dias em meio de inducdo suplementado com 1 e 3 mg.L™ de 2,4-D
respectivamente, apés dois subcultivos. C, D — Inicio da formacdo de embribes
(setas) das cultivares RB855156 e RB72454, apds 45 dias em meio de inducéo
suplementado com 3 e 7 mg.L" de 24-D respectivamente, apés dois
subcultivos. Barras = 200um (100x).
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Figura 6 Analise histologica. A, C — Embrides formados da cultivar RB867515 obtidos
ap6s 45 dias em meio de indug&o suplementado com 1 e 3 mg.L™ de 2,4-D
respectivamente, apds dois subcultivos. B, D — Detalhes das figuras A e B
(setas), respectivamente; E, G — Geragdo de embrides para as cultivares
R8855156 e RB72454, ap6s 45 dias em meio de indugdo suplementado com 3 e
7 mg.L™ de 2,4-D, respectivamente, apés dois subcultivos; F, H — Detalhe das
figuras E e G (setas), respectivamente; A, C, E, G — Barras = 100um (4x); B, D,
F, - Barras = 50pm (10x).
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Figura 7 Resposta morfogenética de explantes de cana-de-aglcar apos 75 dias em meio
de indugdo: A - tratamento controle (M12); B — Desenvolvimento de
organogénse normal (brotos); C — Desenvolvimento de organogénese anormal;
D — Explantes oxidados.
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Figura 8 Organogénese direta da cultivar RB855156 obtida apds 75 dias em meio de
inducdo suplementado com diferentes combinacbes de
crescimento (Tabela 1). Os tratamentos M2, M3, M5, M8, M10 e M12 néo
geraram brotos (0%). Os valores com a mesma letra ndo diferem pelo Teste de

Duncan (P<0,05).

M6 M7

Tratamentos

M11

reguladores de



100
90
S
o 80 -
i)
o
S 70
e
S 60 -
=
S 50
e
o
- . : 2
0 304 T T
()
£ T L L
©
S 20 b 1
a4
10 4
0 T T T T
30 45 60 75

Tempo (dias)

Figura 9 Organogénese direta da cultivar RB855156 obtida ap6s quatro diferentes
tempos em meio de inducdo suplementado com diferentes concentracGes e
combinagdes de reguladores de crescimento (Tabela 1). Em cada categoria,

valores com a mesma letra ndo diferem pelo Teste de Duncan (P<0,05).
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