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RESUMO

MARTINS, C. E. O. K. Estabelecimento de protocolo de cultivo in vitro de calos
embriogénicos da cana-de-aciicar RB034045 voltado a transformacido genética, via
biobalistica, com o gene cp4-epsps. 2025. 99 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) -Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goids, Goiania,
2025.!

A embriogénese somatica ¢ uma ferramenta fundamental no melhoramento genético da
cana-de-agucar (Saccharum spp.), especialmente em protocolos de transformacao genética.
Entretanto, limitagdes como a contaminagdo endofitica e a resposta in vitro variavel entre
gendtipos ainda comprometem sua eficiéncia. Este trabalho teve como objetivo estabelecer
e otimizar um protocolo de embriogénese somatica indireta para a variedade RB034045,
bem como conduzir experimentos de transformacao genética via biobalistica como etapa de
validagdo do sistema, utilizando o gene de interesse cp4-epsps, associado a resisténcia ao
herbicida glifosato. O protocolo foi desenvolvido a partir de discos foliares do tolete
cilindrico apical, cultivados em meio contendo acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) para
inducdo e multiplicacdo de calos embriogénicos, seguido por etapas de regeneracdo e
desenvolvimento de plantas. A partir desse sistema base, foram realizados ensaios de
otimizagdo abordando trés aspectos criticos: contaminagao endofitica, composi¢do do meio
de regeneracdo e escolha da regido do explante mais adequada. Estratégias como o uso de
hipoclorito de so6dio a 2,5%, associado a reducao da quantidade de material vegetal por frasco
a ser descontaminado, mostraram-se eficazes na reducao da contaminagdo. Os melhores
resultados de regeneracdo foram obtidos com a suplementacdo do meio com agua de coco
(77,7%) e 6-benzilaminopurina (BAP) (75,8%). A regido basal do tolete superior vegetal
destacou-se por apresentar maior eficiéncia de calogénese e rendimento embriogénico. A
concentragdo inibitoria minima de canamicina para selecdo das plantas transformadas com
o gene marcador nptll, foi fixada em 100 mg L~'. Na etapa de validacao, calos embriogénicos
foram submetidos a transformacao genética via biobalistica, com o vetor contendo os genes
cp4-epsps e nptll, e cultivados sob pressao seletiva. As plantulas regeneradas apresentaram
fenotipo aclorofilado e baixo vigor vegetativo. As analises por PCR demonstraram que o
gene nptll do vetor foi integrado no genoma da cana e que a integragdo do gene cp4-epsps
ndo ocorreu, estes resultados confirmam a transformagdo do calo, porém com integracao
parcial do vetor no genoma da cana. Os resultados demonstram a viabilidade do protocolo
de embriogénese somatica desenvolvido para a variedade RB034045 e seu potencial de
aplicacdo em estratégias de transformagao genética, com perspectivas para aprimoramentos
futuros visando a obtencao de eventos transgénicos estaveis.

Palavras-chave: Saccharum spp., calogénese, embriogénese, transformacao génica.

Orientador: Dr. Sérgio Tadeu Sibov. ICB-UFG.
Coorientadora: Dra. Fabricia Paula de Faria, ICB-UFG.



ABSTRACT

MARTINS, C. E. O. K. Establishment of an in vitro culture protocol for embryogenic
calli of sugarcane RB034045 aimed at genetic transformation, via biolistics, using the
cp4-epsps gene. 2025. 99 f. Dissertation (Master’s in Genetics and Plant Breeding) — School
of Agronomy, Federal University of Goias, Goiania, 2025.

Somatic embryogenesis is a key tool in the genetic improvement of sugarcane (Saccharum
spp.), particularly in protocols involving genetic transformation. However, limitations such
as endophytic contamination and the highly variable in vitro response among genotypes still
hinder its efficiency. This study aimed to establish and optimize an indirect somatic
embryogenesis protocol for the RB034045 variety, as well as to perform genetic
transformation experiments via biolistics as a validation step, using the cp4-epsps gene,
associated with glyphosate resistance, as a selectable marker. The initial protocol was
developed using leaf roll explants from the shoot apical region, cultivated in medium
containing 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) for induction and multiplication of
embryogenic calli, followed by regeneration and plant development steps. Based on this
system, optimization experiments were conducted focusing on three critical aspects:
endophytic contamination, efficiency of the regeneration medium composition, and explant
region suitability. Strategies involving 2.5% sodium hypochlorite combined with reduced
plant tissue per flask effectively decreased contamination levels. Regarding regeneration,
the best results were obtained with medium supplemented with coconut water (77.7%) and
6-benzylaminopurine (BAP) (75.8%). The basal region of the cylindrical leaf stalk stood out
for its higher callogenesis efficiency and embryogenic yield. Additionally, the minimum
inhibitory concentration of kanamycin for effective selection was determined to be 100 mg
L. For validation, embryogenic calli were subjected to biolistic transformation using a
construct carrying the cp4-epsps gene and subsequently cultured under selective pressure.
Regenerated plantlets exhibited an albino phenotype and low vegetative vigor. PCR analysis
did not detect the cp4-epsps gene, although amplification of the npt/l gene was observed,
confirming partial integration of the transgene. The results demonstrate the feasibility of the
somatic embryogenesis protocol developed for the RB034045 variety and its potential
application in genetic transformation strategies, with prospects for optimization toward the
generation of stable transgenic events.

Keywords: Saccharum spp., callogenesis, embryogenesis, genetic transformation.

Adviser: Dr. Sérgio Tadeu Sibov, ICB-UFG.
Co-advisor: Dra. Fabricia Paula de Faria, ICB-UFG.



1 INTRODUCAO GERAL

A cana-de-agucar ¢ reconhecida por sua importancia na producao de acucar e
energia. Sua relevancia econdmica e ambiental se deve, principalmente, a capacidade de
adaptacdo a diferentes condigdes edafoclimaticas (Heinrichs et al., 2017). Além disso,
apresenta maior produtividade em regides tropicais, com alta umidade e solos férteis, o que
justifica sua consolidacdo em paises como o Brasil (Soares et al., 2013).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2025), no 3°
levantamento da Safra 2024/25, o Brasil produziu 678,67 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar, com 8,7 milhdes de hectares de area de colheita. Esse contexto justifica o continuo
investimento em pesquisa, com o objetivo de atender as demandas do mercado e promover
avangos no desenvolvimento do cultivo da cana-de-agucar no Brasil. Tais esforcos tém
contribuido para a manutengdo da cultura em posicdo de destaque no cendrio agricola
nacional.

O setor sucroalcooleiro brasileiro conta com institui¢cdes de grande relevancia,
responsaveis pelo desenvolvimento de variedades e tecnologias aplicadas ao cultivo da cana
(De Carvalho & Furtado, 2013). Dentre essas instituigdes, destacam-se a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e,
especialmente, a Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético
(RIDESA), que se destaca pelo desenvolvimento de variedades RB, altamente adaptadas as
condi¢des ambientais brasileiras. Essas cultivares ocupam mais de 65% da éarea cultivada
com cana-de-agucar no pais e contribuem com cerca de 12,3% da matriz energética nacional
(Ridesa, 2010).

As variedades de cana-de-agucar sdo amplamente estudadas em programas de
melhoramento genético no Brasil. Dada sua importancia econdmica, ha um esfor¢o continuo
para adaptd-las as mudancas climaticas, aumentar sua produtividade, torna-las mais
tolerantes a mecanizagao e resistentes a pragas e doencgas (Demetrio et al., 2008; De Carvalho
& Furtado, 2013; Guo, et al, 2015; Harter, 2018; Cunha & Gomes, 2021). Entretanto, fatores

como baixa fertilidade, alta suscetibilidade a doengas, o longo tempo necessario para o
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desenvolvimento de cultivares elite e a complexidade genética (poliploidia e aneuploidia)
ainda representam obstaculos significativos para o sucesso dos programas de melhoramento
genético (Lakshmanan et al., 2005).

Diante dessas limitagdes, cresce o uso de ferramentas da biotecnologia, como a
cultura de tecidos vegetais, que oferece suporte ao melhoramento convencional e molecular.
Essa técnica ¢ essencial tanto para a propagacao clonal, como para a obtengdo de mudas
livres de patdgenos e conservagao de germoplasma, além de ser a base para a regeneracao
de plantas geneticamente transformadas (Alves et al., 2008; Barrell et al., 2011).

Frente as abordagens da cultura de tecidos, a embriogénese somatica destaca-se
por sua eficiéncia na multiplicacdo celular e pela viabilidade de transformacdo genética
(Handro; Floh, 1990; Barros, 1999). A via indireta ¢ a mais utilizada nesse processo,
caracterizada pela formac¢do de calos como estdgio intermedidrio. A calogénese,
desdiferenciacgdo do tecido inicial em calo, ¢ uma etapa fundamental tanto para a regeneragao
de plantas quanto para a aplicagdo de técnicas de transformagdo genética, como a biobalistica
e pela bactéria Agrobacterium tumefaciens (Gelvin, 2003; Venturieri & Venturieri, 2004).

A biotecnologia moderna tem ampliado as possibilidades do melhoramento
genético ao permitir a introducao direta de genes no genoma vegetal. Técnicas como a
engenharia genética tornam possivel modificar caracteristicas especificas, como resisténcia
a herbicidas, pragas, estresses ambientais e at¢ mesmo melhorar o valor nutricional das
culturas (Cursi et al., 2021).

A eficiéncia da transformacdo genética da cana-de-agucar ainda ¢ limitada pelos
desafios impostos pela complexidade genética da cana-de-agtlcar, varios estudos tém sido
realizados com o objetivo de aumentar a efici€éncia e promover maior reprodutibilidade da
transformagdo (Da Silva et al., 2011; Fregonesi, 2021; Politano, 2021; Caixeta & Da Cunha,
2024). O sucesso dessas estratégias depende da capacidade de regeneracdo de plantas
completas a partir de células transformadas, viabilizada pela totipoténcia celular explorada
na cultura de tecidos (Torres et al., 1999).

A regeneracao de plantulas a partir de calos embriogénicos ¢ uma etapa critica
em protocolos de embriogé€nese somadtica, especialmente em estratégias de transformacao
genética, como a biobalistica. Como apenas uma fragdo dos calos incorpora o transgene, ¢
essencial maximizar a taxa de regeneracdo para garantir a selecdo eficiente dos

transformantes.
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Este trabalho teve como objetivo geral estabelecer um protocolo eficiente de
cultivo in vitro para a variedade de cana-de-agucar RB034045, com énfase na indugdo e
regeneragdo de calos embriogénicos competentes para transformacdao genética via
biobalistica. A escolha dessa variedade deve-se a sua relevancia agrondmica, aliada a
escassez de dados disponiveis na literatura cientifica quanto a sua resposta morfogénica em
condic¢des in vitro, especialmente no que se refere a competéncia embriogénica. Diante dessa
lacuna, tornou-se necessaria a elaboracao de um protocolo inicial adaptado as caracteristicas
especificas da cultivar, seguido da otimizacao de parametros experimentais relacionados ao
processo de embriogénese somatica.

Para alcancar esse objetivo, o estudo foi conduzido em duas etapas principais. A
primeira consistiu na avaliagdo e otimizagao de fatores determinantes para a indugao de calos
embriogénicos e sua posterior regeneracdo em plantulas, considerando variaveis como tipo
de explante, composi¢do do meio de cultura e métodos de desinfestagdo. A segunda etapa
correspondeu a aplicagdo da técnica de transformagdo genética via biobalistica em calos
previamente induzidos, como forma de validar a eficiéncia do protocolo de cultivo in vitro
desenvolvido. Nesta fase, foram utilizados os genes cp4-epsps e nptll como marcadores,
com o objetivo de viabilizar a obtengdo de eventos de transformacgao e, potencialmente, gerar
plantas geneticamente modificadas.

Espera-se que os resultados obtidos contribuam significativamente para o
aprimoramento de protocolos de transformagdo genética em cana-de-aglicar, promovendo
maior eficiéncia, reprodutibilidade e aplicabilidade das técnicas biotecnologicas no

melhoramento dessa cultura de elevada importancia economica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL: MELHORAMENTO E IMPORTANCIA
ECONOMICA

Pertencente a familia Poaceae, a cana-de-actcar exerce um papel estratégico na
producdo global de agucar, sendo responsavel por mais da metade do aclcar bruto
consumido mundialmente, além de consolidar-se como matéria-prima essencial para a
produgdo de bioetanol. Embora seja cultivada em diversas regides do mundo, destaca-se
particularmente no Brasil, pais que retine condi¢des edafoclimaticas favoraveis, ampla
disponibilidade de terras agricultaveis e uma soélida estrutura produtiva, configurando-se
como um dos principais polos de producao e inovacao relacionados a cultura (Moraes et al.,
2016; O'Connell et al., 2022).

A multiplicagdo da cana-de-actcar ocorre, predominantemente, por propagagao
vegetativa, por meio de segmentos do colmo. No entanto, os programas de melhoramento
genético utilizam a reproducao sexuada com o objetivo de gerar cultivares mais adaptadas a
diferentes condigdes ambientais. A planta apresenta crescimento em forma de touceiras,
compostas por colmos, folhas e estruturas reprodutivas. Sua ampla variabilidade genética,
associada a notavel adaptabilidade a distintas condi¢des edafoclimaticas, favorece sua ampla
distribuicao geografica (Dillon et al., 2007; Zhang et al., 2012; Santos & Borém, 2016).

No contexto nacional, a cultura da cana-de-actcar ocupa posi¢ao de destaque,
constituindo um dos pilares da economia brasileira. O Brasil lidera a produgdo mundial, com
colheitas que ultrapassam 700 milhdes de toneladas por safra. Além de sua importancia para
a producdo de acticar e etanol, a cultura desempenha papel estratégico na matriz energética
brasileira, consolidando-se como uma fonte relevante de energia renovavel. Segundo
Goldemberg et al. (2018), o etanol derivado da cana substitui combustiveis fosseis,
reduzindo a emissdo de gases de efeito estufa e contribuindo para a sustentabilidade do setor

energético nacional.
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Entretanto, o desempenho agrondmico da cana-de-agucar ¢ limitado por diversos
fatores, entre os quais se destacam infestacdes por pragas, como a broca-da-cana, doengas
de origem bacteriana e fiingica, competi¢do com plantas daninhas e estresses abioticos, como
seca e variagdes térmicas, os quais impactam negativamente a produtividade e a
sustentabilidade do cultivo (Gongalves et al., 2012; Santana, 2011).

Até o final do século XIX, as variedades cultivadas eram predominantemente
clones de Saccharum officinarum, espécie domesticada a partir de S. robustum (Daniels &
Roach, 1987). A introdugao de cruzamentos com Saccharum spontaneum marcou um avango
significativo nos programas de melhoramento, resultando em hibridos com maior
produtividade e resisténcia. Os retrocruzamentos com S. officinarum possibilitaram a
obtencdo de gendtipos com maiores teores de aclicar e maior resisténcia a pragas e doencas,
reforcando a importancia continua da estratégia de cruzamentos para o melhoramento da
cultura de cana-de-agucar (Aitken, 2022).

Historicamente, o melhoramento da cana-de-agucar foi pautado por métodos
convencionais, como sele¢ao massal ¢ cruzamentos controlados, com foco na obtencao de
genotipos superiores. Nesse contexto, destaca-se a atuacdo da Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA), criada em 1990 com o objetivo de
fomentar pesquisas voltadas ao melhoramento genético e a biotecnologia, entre outras areas
correlatas (RIDESA, 2010). Com a extingdo do PLANALSUCAR, a RIDESA estruturou um
modelo de apropriacdo de cultivares, assegurando exclusividade sobre as tecnologias
desenvolvidas.

De acordo com Da Silva et al. (2014), os programas de melhoramento
coordenados pela RIDESA resultaram na introdugdo de variedades mais produtivas e de
maior qualidade, reafirmando sua importancia estratégica no avango da canavicultura
nacional. Um exemplo notavel ¢ a variedade RB034045, desenvolvida pela Universidade
Federal de Goias, que se sobressai pelo alto perfilhamento, crescimento acelerado e elevado
teor de fibras. Medrado et al. (2023), por exemplo, demonstrou que, mesmo sob condi¢des
adversas, essa cultivar mantém elevada produtividade e expressivo desenvolvimento
radicular.

Adicionalmente, a RB034045 apresenta excelente capacidade de brotagdo e
eficiente fechamento de entrelinhas, caracteristicas que favorecem o desempenho agricola e

a competitividade da cultura. Assim, os avangos promovidos pela RIDESA sdo fundamentais
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para a superagdo dos desafios do setor, contribuindo para a elevagdo da produtividade e da
sustentabilidade.

De modo geral, os programas de melhoramento convencional, conduzidos tanto
por instituigdes publicas quanto privadas, tétm como objetivo o desenvolvimento de
variedades mais adaptadas as condigdes edafoclimaticas brasileiras, com maior teor de
sacarose, resisténcia a pragas e doengas, e melhor desempenho em sistemas de mecanizagdo
e colheita sem queima (Morais et al., 2015). No entanto, apesar de eficazes, essas abordagens
tradicionais demandam longos periodos e multiplos ciclos de selecao para a obtengdo de
cultivares agronomicamente superiores (Ahmar et al., 2020; Kandel et al., 2018).

A complexidade do genoma da cana-de-agucar impde desafios adicionais a
aplicacdo dos métodos convencionais. Isso se deve ao fato de que as variedades modernas
sdo oriundas de hibridagdes entre Saccharum officinarum e S. spontaneum, espécies que
apresentam alta poliploidia, aneuploidia e variacdo cromossdmica, totalizando entre 100 e
130 cromossomos (Dijoux et al., 2024).

O alto grau de complexidade genética da cana compromete a precisdo e a
eficiéncia dos processos de sele¢do e fixacdo de caracteristicas agrondmicas desejaveis. Em
genomas altamente poliploides e aneuploides, € dificil garantir a manuten¢ao simultanea de
multiplos alelos de interesse, o que dificulta a introgressao de genes especificos sem perdas
em outras caracteristicas agronomicamente vantajosas.

Nesse cenario, a biotecnologia representa uma ferramenta estratégica para
superar essas limitacdes, oferecendo alternativas mais precisas e eficientes. Técnicas como
a transformacgdo genética, associadas ao cultivo in vitro e a cultura de tecidos, permitem a
introducdo direta de genes de interesse, acelerando o desenvolvimento de gendtipos
superiores e aprimorando caracteristicas especificas, como resisténcia a pragas, tolerancia a
estresses abioticos e resisténcia a herbicidas.

Além disso, técnicas moleculares, como a edi¢do génica, o uso de marcadores
moleculares e a gendmica funcional, vém sendo incorporadas as estratégias de
melhoramento, tornando o processo mais eficiente, direcionado e alinhado as demandas da

agricultura sustentavel e da industria sucroenergética (Ahmar et al., 2020).

2.2 BIOTECNOLOGIA VEGETAL APLICADA A CANA-DE-ACUCAR
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A biotecnologia vegetal compreende um conjunto de técnicas avangadas que
possibilitam a manipulagdo genética e fisioldgica das plantas, com o objetivo de aprimorar
caracteristicas agronomicamente desejaveis. No caso da cana-de-agucar (Saccharum spp.),
essas ferramentas vém desempenhando um papel central no desenvolvimento de cultivares
mais produtivas, resistentes a pragas e tolerantes a estresses ambientais (Brito, 2014; Ferreira
et al., 2017; Shabbir et al., 2021).

Entre as abordagens mais relevantes destaca-se a cultura de tecidos, que serve
como base para os sistemas de transformacao genética, incluindo os métodos mediados por
A. tumefaciens e por biobalistica. Essas técnicas viabilizam a introducdo direta e indireta de
genes de interesse em gendtipos de elite, reduzindo significativamente o tempo necessario
para o desenvolvimento de novas variedades e permitindo a incorporagdo precisa de
caracteristicas especificas. Embora apresentem limitacdes, como baixa eficiéncia de
transformagdo e recalcitrancia de alguns genétipos, essas estratégias representam
alternativas mais rapidas e direcionadas em comparagdo aos métodos convencionais de
melhoramento, especialmente no que se refere a introducdo de genes especificos sem a
necessidade de multiplas geragdes de retrocruzamentos (Heleodoro et al., 2018).

A utilizagdo de ferramentas de biotecnologia ¢ especialmente relevante para
superar os desafios impostos pela complexidade genética da cana-de-agucar e para acelerar
o processo de obtencdo de genotipos superiores (Cursi et al., 2021). Um dos primeiros
exemplos bem-sucedidos de aplicacdo foi demonstrado por Ingelbrecht et al. (1999), que
relataram a resisténcia viral em cana-de-aglicar transgénica por meio do silenciamento
génico pos-transcricional via RNA, evidenciando o potencial dessas tecnologias mesmo em
culturas poliploides e de genoma complexo.

Como citado acima, persistem entraves técnicos que limitam o avango dos
métodos tradicionais de melhoramento, como a baixa fertilidade, os longos ciclos de
desenvolvimento, a recalcitrancia de determinados genotipos e a suscetibilidade a
fitopatogenos (Snyman et al., 2006). Diante disso, torna-se imprescindivel expandir o uso
da cultura de tecidos e da propagacdo in vitro, as quais fornecem suporte essencial ndo
apenas a multiplicacdo de gendtipos de interesse, mas também aos processos de
transformagdo genética e regeneracdo de plantas com caracteristicas superiores
(Lakshmanan et al., 2005).

Avangos significativos vém sendo alcancados na geracdo de variedades

transgénicas com resisténcia a insetos e pragas. Entre essas, destaca-se a cana Bt, que
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expressa genes do grupo Cry, oriundos da bactéria Bacillus thuringiensis. As proteinas Cry
sdo toxinas que atuam como bioinseticidas naturais, promovendo a lise do epitélio intestinal
dos insetos-alvo apds ingestdo. As cultivares comerciais CTC20BT e CTC9001BT, por
exemplo, foram geneticamente modificadas para produzir a proteina CrylAc, conferindo
protecdo eficaz contra a broca-da-cana (Diatraea saccharalis) e a broca-gigante (Telchin
licus), ambas de dificil controle em sistemas convencionais (Budeguer et al., 2021; Gitahy
et al., 2007; Lopes et al., 2022; Sakuno et al., 2024).

A adogao dessas cultivares tem contribuido significativamente para a redugao
das perdas de produtividade e da dependéncia de defensivos quimicos, representando um
avanco tanto em termos agrondmicos quanto ambientais. A liberacdo comercial da cana Bt
também ilustra o funcionamento do sistema regulatorio brasileiro voltado aos organismos
geneticamente modificados (OGMs), que se baseia em critérios como a equivaléncia
substancial e a avaliacdo rigorosa de riscos (Pizella & De Souza, 2016).

Além do controle de pragas, a biotecnologia tem viabilizado o desenvolvimento
de cultivares adaptadas a condigdes ambientais adversas. Pesquisas voltadas a tolerancia ao
aluminio, comum em solos acidos como os do Cerrado brasileiro, tém gerado resultados
promissores (Brito, 2014; Ribeiro et al., 2021; Ribeiro, 2016; Rosa-Santos et al., 2020). Da
mesma forma, esfor¢os para aumentar a resisténcia ao estresse hidrico vém ganhando
destaque, dada a crescente instabilidade climatica e seus impactos sobre a produtividade
agricola (Dlamini, 2021; Ramiro et al., 2016; Verma et al., 2022).

A selecdo de plantas geneticamente transformadas geralmente envolve o uso de
genes marcadores de resisténcia a antibidticos ou herbicidas, que permitem identificar as
células com o transgene integrado no genoma. A confirmacao da transformacao ¢ realizada
por meio de técnicas moleculares como a amplifica¢do do gene de interesse e gene marcador
via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e o Southern blot, que detectam a integragdo do
transgene no genoma da planta (Aitken, 2022; Brasileiro, 1998).

No contexto dos biocombustiveis, a engenharia genética também oferece
contribui¢des relevantes, especialmente para a produgdo de etanol de segunda geracdo (2G).
Um exemplo ¢ a modificagdo na composicao da parede celular, por meio da introducdo de
genes especificos que podem aumentar a liberacdo de agucares fermentdveis durante o
processamento da biomassa, otimizando a conversao em etanol e ampliando o

aproveitamento energético dos residuos lignoceluldsicos (Mohan et al., 2022). Tais
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inovagdes sdo cruciais para a sustentabilidade da matriz energética e para a mitigacao das
emissoes de gases de efeito estufa (Joshi et al., 2022; Li et al., 2014).

Mais recentemente, tecnologias de edicdo génica, como o sistema
CRISPR/Cas9, vém sendo exploradas como ferramenta de alta precisdo para o
melhoramento genético da cana-de-agucar. Esses sistemas permitem modificagdes
especificas no genoma, acelerando o desenvolvimento de cultivares com caracteristicas
agronomicamente superiores (Hussin et al., 2022).

Entre as aplicagdes ja documentadas, destaca-se a edicdo do gene MgCh
(quelatase de magnésio), que resultou em plantas com folhas verde-amarelas, fornecendo
um marcador fenotipico visualmente detectavel para identificagdo de eventos de edicao
génica (Eid et al., 2021; Zhou et al., 2024). Outro exemplo ¢ a edicdo do gene ALS
(acetolactato sintase), que conferiu resisténcia a herbicidas por meio de mutagdes especificas
(Kumar et al., 2024). Adicionalmente, interven¢des na arquitetura foliar, como a
modificacdo da posicdo das folhas, também foram alcangadas via CRISPR/Cas9,
contribuindo para o aumento da producao de biomassa (Ghane et al., 2024).

Dessa forma, o continuo avango das técnicas de biotecnologia aplicadas a cana-
de-agucar abre novas perspectivas para o aprimoramento genético da cultura, oferecendo
solucdes eficazes para os desafios da agricultura moderna e assegurando sua competitividade

e sustentabilidade.

2.3 TRANSFORMACAO GENETICA: BIOBALISTICA

A transformagdo genética via biobalistica, também denominada
bombardeamento de particulas, constitui uma das técnicas mais amplamente empregadas na
engenharia genética de plantas. Essa abordagem tem se mostrado especialmente relevante
em espécies recalcitrantes a transformagdo mediada por A. tumefaciens, como € o caso da
cana-de-actcar (Rashid & Lateef, 2016).

O método baseia-se na introducdo direta de DNA exdgeno em células vegetais
por meio de microparticulas metalicas, geralmente de ouro ou tungsténio, revestidas com
DNA. Essas particulas sdo aceleradas em direcao ao tecido-alvo por um dispositivo de
propulsdo, permitindo que penetrem as barreiras celulares sem induzir letalidade
significativa. Uma vez no citoplasma, o DNA ¢ liberado das particulas, podendo integrar-se

no genoma da célula hospedeira e ser posteriormente expresso (Da Silva et al., 2011).
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Os primeiros registros do uso dessa técnica em cana-de-acucar sdo do estudo
pioneiro de Bower & Birch (1992), que introduziu o gene nptll, marcador de resisténcia aos
antibidticos canamicina e geneticina via biobalistica em cana-de-agucar. Os resultados deste
estudo tém impulsionado o desenvolvimento de variedades transgénicas com caracteristicas
agronomicamente desejaveis como cultivares com resisténcia a pragas, como as que
expressam genes Cry contra a broca-da-cana (Diatraea saccharalis) (Zhou, 2018), bem
como variedades com tolerancia a estresses abidticos, herbicidas e virus (Molinari et al.,
2007; Zhang et al., 1999; Manickavasagam et al., 2004; Butterfield et al., 2002).

Contudo, apesar de sua ampla aplicabilidade, a biobalistica apresenta desafios
consideraveis. Entre eles, destacam-se a baixa eficiéncia de transformagdo, a integragao
aleatéria do gene no genoma e frequentemente multiplas copias do transgene, o que pode
resultar em silenciamento génico e variabilidade fenotipica (Van Der Vyver et al., 2010;
Elliot et al., 1998). A eficacia do processo esta diretamente relacionada a multiplos fatores,
como o tipo e o estado fisioldgico do calo, a homogeneidade do material vegetal, os
parametros fisicos do disparo e a resposta celular ao agente seletivo (Anderson & Birch,
2012).

Apesar dessas limitagdes, a biobalistica permanece como uma ferramenta
valiosa para o melhoramento genético da cana-de-acucar, sendo particularmente vantajosa
para a inser¢do de genes em variedades comerciais de alto desempenho, onde métodos
alternativos, como a transformacdo via Agrobacterium, enfrenta restricdes. Diversos
sistemas biobalisticos demonstraram eficiéncia na transformacao de diferentes cultivares
comerciais, mesmo diante da complexidade gendmica da espécie. Alguns estudos como os
de Ramasamy et al. (2018) tém aperfeicoado os protocolos existentes, ampliando sua
aplicabilidade e eficacia.

Avangos tecnoldgicos recentes também tém contribuido significativamente para
aprimorar a biobalistica. O uso de nanoparticulas e a integracao de ferramentas de edi¢ao
genomica baseadas em CRISPR/Cas9 tém elevado os niveis de precisdo, estabilidade e
eficiéncia na introducdo de caracteristicas especificas (Prado et al., 2024; Sosa et al., 2025;
Surya Krishna et al., 2023).

Paralelamente, a transformacao mediada por Agrobacterium tem progredido e
mostrado resultados promissores em determinadas variedades de cana-de-acgticar, com

expressdo estavel dos transgenes ao longo de diversas geracdes (Joyce et al., 2014). No
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entanto, sua eficiéncia ainda ¢ limitada em cultivares recalcitrantes, o que justifica a
preferéncia pela biobalistica em muitos contextos.

Diante desse cendrio, a integracao de multiplas estratégias de transformagao,
associada ao desenvolvimento de protocolos mais otimizados e reprodutiveis, revela-se
fundamental para maximizar os resultados da engenharia genética na cana-de-aclcar e
ampliar o uso da biotecnologia no melhoramento dessa cultura.

No Brasil, o desenvolvimento e aplicacdo de organismos geneticamente
modificados (OGMs) esta sujeita a regulamentagao da Comissao Técnica Nacional de
Biossegurangca (CTNBio), instituida pela Lei de Biosseguranga (Lei n° 11.105/2005).
Compete a CTNBIo avaliar os riscos a saude humana e ao meio ambiente relacionados aos

OGMs, autorizando sua liberacdo comercial apenas quando considerados seguros.

2.4 O GENE CP4-EPSPS E A RESISTENCIA AO GLIFOSATO

O glifosato ¢ um herbicida de largo espectro, amplamente utilizado nos sistemas
agricolas modernos devido a sua eficacia, custo acessivel e versatilidade no manejo. Seu
mecanismo de agdo estd associado a inibi¢do da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPS), essencial na via do acido chiquimico, responsavel pela biossintese dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano em plantas, fungos e algumas
bactérias (Duke, 2008).

A introducdo do gene cp4-epsps, isolado da cepa CP4 da bactéria A. tumefaciens,
tornou possivel a obtengdo de plantas geneticamente modificadas com resisténcia ao
glifosato. Esse gene codifica uma variante da enzima EPSPS insensivel a acdo inibitoria do
herbicida, permitindo que a planta mantenha sua via metabdlica mesmo sob aplica¢do do
produto (Funke et al., 2006; Dill, 2005). Com isso, ¢ possivel eliminar plantas daninhas de
forma eficaz, sem comprometer o desenvolvimento da cultura, reduzindo a competi¢ao por
recursos essenciais como agua, luz e nutrientes.

A resisténcia ao glifosato proporcionada por essa modificagdo genética tem sido
explorada em diversas culturas agricolas de grande relevancia, como soja, milho, algodao e,
mais recentemente, cana-de-actcar. No caso desta ultima, o desenvolvimento de cultivares
como a CTC Roundup Ready® viabilizou o cultivo em 4reas submetidas a aplicacdo direta
do herbicida, conferindo maior flexibilidade ao manejo, reducdo do uso de herbicidas

seletivos e incremento na eficiéncia operacional.
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Apesar das vantagens agrondmicas evidentes, o uso continuo e intensivo de
variedades resistentes ao glifosato tem contribuido para a sele¢do de plantas daninhas
também resistentes ao herbicida (Gaines et al., 2021). Esse fendmeno levanta preocupagdes
quanto a sustentabilidade da tecnologia, exigindo a adogdo de estratégias de manejo
integrado.

Adicionalmente, o sucesso da resisténcia transgénica estd condicionado a
expressao eficiente do gene cp4-epsps, o que demanda o controle da expressao do gene pelo
uso criterioso de promotores constitutivos ou tecido-especificos. A otimizagao da expressao
génica, especialmente em folhas e regides meristematicas, ¢ fundamental para assegurar a
eficacia do transgene sem prejudicar o crescimento e a produtividade das plantas.

Assim, embora a incorporacdo do gene cp4-epsps represente um avango
significativo na biotecnologia agricola, seu uso deve ser pautado por praticas sustentaveis e
integradas, que garantam tanto a eficicia do controle de plantas daninhas quanto a

longevidade da tecnologia no ambiente produtivo.

2.5 CULTURA DE TECIDOS NA CANA-DE-ACUCAR: FUNDAMENTOS,
APLICACOES E DESAFIOS

O conceito de cultura de tecidos vegetais foi originalmente proposto por Gottlieb
Haberlandt no inicio do século XX, estabelecendo as bases tedricas para essa importante
tecnologia. Entre as décadas de 1940 e 1960, avangos experimentais consolidaram seu
desenvolvimento e na década de 1990, a técnica foi amplamente incorporada a biotecnologia
vegetal com a disseminagdo das praticas in vitro (Thorpe, 2007; Dagla, 2012).
Fundamentada no principio da totipoténcia celular, a capacidade de uma célula vegetal
regenerar uma planta completa, a cultura de tecidos tornou-se um recurso indispensavel para
diversas aplicagcdes em pesquisa e melhoramento vegetal.

O ambiente in vitro possibilita o controle rigoroso de variaveis fisico-quimicas
e da composi¢do nutricional do meio de cultura, favorecendo processos como a
multiplica¢do clonal, a produg¢do de mudas isentas de patdgenos e a conservagdo de
germoplasma (Guerra & Nodari, 2006; Alves et al., 2008). Além disso, esse sistema fornece
um ambiente estéril e eficiente para regeneragao de tecidos transformados, sendo uma etapa

critica na engenharia genética vegetal (Budeguer et al., 2021).
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Na cana-de-agtcar, os primeiros estudos com cultura de tecidos concentraram-
se na investigagdo do metabolismo de compostos especificos. A partir dessas abordagens
iniciais, pesquisadores avancaram para a regeneragao de plantas a partir de calos, marco
alcancado por volta de 1967. A partir dai, diversos explantes, incluindo &pices caulinares e
inflorescéncias, passaram a ser avaliados quanto a sua capacidade de indugdo calogénica
(Heinz, 1969).

Um desafio recorrente nos processos de regeneragao via calogénese diz respeito
as alteracoes morfologicas observadas nas plantas regeneradas, quando comparadas as
matrizes originais. Essas variagdes, muitas vezes atribuidas a instabilidade cromossdmica
induzida pelo cultivo in vitro, sdo manifestacdes do fenomeno conhecido como variagao
somaclonal (Raza et al., 2012; Thorat, 2017). A eficiéncia da regeneragdo vegetal ¢
influenciada por uma série de fatores, como o tempo de cultivo, a composi¢ao do meio e,
principalmente, o gendtipo da planta. Nesse sentido, testes de conceito sdo indispensaveis
para adaptar protocolos a diferentes variedades (Lima et al., 2001).

Entre as abordagens mais eficientes para regeneragdo na cana-de-acucar destaca-
se a embriogénese somdtica, que permite a formacdo de embrides a partir de células
somaticas indiferenciadas. Essa técnica tem se mostrado especialmente promissora em
alguns gendtipos. Por exemplo, cultivares como RB996961 apresentam taxas superiores a
80% de embriogénese somatica quando cultivados em meio MS suplementado com 2,4-D
(Almeida, 2015).

Apesar de seu potencial, a cultura de tecidos apresenta limitagdes importantes.
A variagdo somaclonal, amplificada pelo uso prolongado de reguladores de crescimento,
pode comprometer a estabilidade genética e fenotipica das plantas regeneradas (Lakshmanan
et al., 2006; Wang & Wang, 2012). Outro obstaculo frequente ¢ a contaminagdo endofitica,
causada por microrganismos como Herbaspirillum sp., Pseudomonas sp. € Enterobacter sp.,
que podem interferir na qualidade dos calos e na eficiéncia do processo regenerativo
(Martins, 2007).

Frente a esses desafios, recentes avangos tém contribuido para o
aperfeicoamento dos protocolos, especialmente em espécies de dificil manipulagdo, como a
cana-de-acucar. Estratégias baseadas na propagacao vegetativa por meio de meristemas
apicais e axilares tém se mostrado eficazes na obtengdo de plantas geneticamente
homogeéneas e livres de patogenos, fortalecendo programas de melhoramento (Getnet, 2017;

Sandhu et al., 2009; Kumar et al., 2017). Entre os métodos regenerativos, a embriogénese
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somatica tem se destacado por sua maior capacidade de multiplicagdo e compatibilidade com
técnicas de transformacgdo genética, sendo frequentemente preferida a organogénese em

protocolos mais avangados (Handro & Floh, 1990; Barros, 1999).

2.6 EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somatica representa uma abordagem avancada dentro da cultura
de tecidos e tem sido amplamente utilizada na transformacao genética da cana-de-agucar.
Essa técnica baseia-se na capacidade de células somaticas, como aquelas derivadas de folhas
ou calos, desenvolverem-se em embrides e, posteriormente, em plantas completas, sob
condi¢des in vitro controladas. Devido a sua elevada eficiéncia regenerativa e a capacidade
de gerar plantas geneticamente uniformes a partir de um unico evento de transformacao,
configura-se como o método preferencial para a producdo em larga escala de organismos
transgénicos (Méndez-Hernandez et al., 2019).

O processo ocorre sem fusdo gamética, por meio da reprogramacgdo de células
somaticas ou haploides, induzidas a percorrer estdgios embriogénicos por estimulos
exodgenos, especialmente reguladores de crescimento, que alteram a expressdo génica e
promovem a desdiferenciacdo celular. Desde sua primeira descricdo por Steward et al.
(1958), a técnica tem sido amplamente explorada e refinada. A embriogénese somatica
compreende duas etapas principais: a fase de inducdo, desencadeada por condig¢des
hormonais e estresses fisioldgicos controlados, e a fase de expressdo embriogénica, na qual
as células adquirem competéncia para a formacao de embrides (Jiménez, 2005; Loyola-
Vargas, 2016).

Apesar da consolidagdo da técnica no melhoramento genético, limitagdes
persistem, como instabilidade na cromatina e ocorréncia de mutagdes somaticas, resultando
em variagoes somaclonais. Essas alteragdes, geralmente atribuidas ao estresse causado pelo
ambiente in vitro, podem provocar anomalias fenotipicas e rearranjos genomicos (Miguel &
Marum, 2011; Arantes & Azevedo, 1986). No entanto, os beneficios superam essas
limitagdes: além de permitir alta taxa de multiplicacdo, a técnica apresenta custo
relativamente baixo e ampla viabilidade para a introdu¢do de genes de interesse (Joshi &
Kumar, 2013).

A embriogénese somatica pode ser classificada em direta e indireta. Na forma

direta, os embrides sdo originados diretamente dos explantes, enquanto na forma indireta,
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mais comum, sdo derivados de calos previamente induzidos (Horstman et al., 2017). Nesse
contexto, a calogénese constitui uma etapa critica tanto para a regeneragdo embriogénica
quanto para aplicagdes como clonagem e transformacao genética (Venturieri & Venturieri,
2004).

A eficiéncia do processo depende de multiplos fatores, incluindo o genétipo da
variedade, o tipo de explante utilizado, a composi¢do do meio de cultura e as concentragdes
dos reguladores de crescimento. Assim, a padronizagdo de protocolos requer ajustes
especificos para cada cultivar (Lakshmanan et al., 2006).

Na transformacdo genética, a embriogénese somadtica oferece um sistema
regenerativo altamente eficaz, seja por biobalistica ou via 4. tumefaciens. Esses métodos
permitem a insercdo de genes associados a resisténcia a herbicidas, tolerancia a estresses
bidticos e abidticos, além de ganhos em produtividade. As linhagens resultantes tendem a
apresentar estabilidade genética e expressao eficiente dos transgenes (Budeguer et al., 2021),
o que refor¢a a importancia da técnica no desenvolvimento de cultivares mais resilientes e

sustentaveis (Rashid & Lateef, 2016).

2.7 CALOGENESE

A calogénese, definida como o processo de formagao de calos a partir de tecidos
vegetais, constitui uma etapa fundamental na cultura de tecidos, especialmente no contexto
da embriogénese somatica. Na cana-de-aglicar, esse processo ¢ comumente induzido a partir
de segmentos foliares jovens cultivados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com reguladores de crescimento como o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) e aditivos naturais como a agua de coco (Silva, 2012).

Os calos embriogénicos apresentam caracteristicas morfoldgicas e celulares
especificas, tais como paredes celulares enriquecidas com calose, presenga de nucléolos
proeminentes e baixos niveis de heterocromatina. Esses parametros indicam a competéncia
celular para a indugdo embriondria e sdo essenciais para o sucesso na regeneragdo de plantas
(Ikeuchi et al., 2013). A selecdo rigorosa desses calos €, portanto, determinante para a
eficiéncia do processo regenerativo.

Entretanto, a exposi¢do prolongada ao 2,4-D pode comprometer a viabilidade
embriogénica dos calos, promovendo senescéncia celular e perda de plasticidade. Esse efeito

deletério destaca a necessidade de otimizar o tempo de cultivo e ajustar a composi¢ao do
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meio a fim de preservar a capacidade regenerativa dos tecidos (Méndez-Hernandez et al.,
2019).

A diferenciagdo gradual da estrutura celular do calo ao longo do cultivo favorece
a organizagdo interna e¢ o surgimento de estruturas embrionarias, evidenciando o carater
dindmico do tecido calogénico (Ikeuchi et al., 2013). Essa constatagdo refor¢a a importancia
de analises histologicas, citoloégicas e moleculares para a correta avaliagdo do potencial
regenerativo dos calos.

Além disso, a calogénese ¢ altamente dependente de condi¢des experimentais
especificas, sendo influenciada por fatores como o tipo de explante utilizado, a concentragado
de sacarose, que regula a osmolaridade do meio e, consequentemente, a viabilidade celular,
a presenga de carvao ativado, que pode melhorar a qualidade morfoldgica dos calos, e, de
forma decisiva, a correta dosagem de reguladores de crescimento (Silva, 2012; Jesus et al.,
2011).

Assim, a calogénese configura-se nao apenas como uma etapa preliminar a
regeneragdo, mas como um processo central para o sucesso de estratégias de clonagem,
micropropagacdo e transformagdo genética da cana-de-agucar. Sua condugdo requer
protocolos otimizados e ajustados ao genotipo em estudo, garantindo a obtengdo de plantas

regeneradas saudaveis, com uniformidade genética e estabilidade fenotipica.
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3 MATERIAL E METODOS

As atividades experimentais relacionadas ao cultivo in vitro e a transformacao
genética foram conduzidas no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (labCulTive),
localizado no Centro de Exceléncia em Melhoramento Genético de Cana-de-agucar,
vinculado a Escola de Agronomia (EA) da Universidade Federal de Goias (UFG). As
analises de biologia molecular foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia de Fungos,

localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da mesma instituicao.

3.1 CALOGENESE: PROTOCOLO INICIAL

A etapa inicial da implementagdo do protocolo de embriogénese somatica
indireta, especifica para a cultivar de cana-de-agucar RB034045, consistiu na indugdo de
calos (calogénese). Foi utilizado material vegetal de cana-de-agtcar coletado diretamente
em campo, proveniente do painel experimental do Agro Centro-Oeste, vinculado a Escola
de Agronomia da Universidade Federal de Goias (EA/UFG). As amostras foram gentilmente
fornecidas pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar
(PMGCA/UFG/RIDESA). A calogénese, enquanto etapa central do processo, compreende
trés fases principais: a selegdo e preparo do explante vegetal, os procedimentos de
descontaminagdo e a exposi¢cdo ao meio de cultura apropriado para inducao de calos. Esta
fase inicial teve como objetivo estabelecer as condigdes iniciais para a formagao de calos
embriogénicos, que serviram de base para ajustes e otimizagdes do protocolo nas etapas
subsequentes.

Com o intuito de avaliar a estabilidade do sistema e garantir a reprodutibilidade
dos resultados obtidos, o ensaio inicial de calogénese foi conduzido em duas repetigoes
independentes, sob as mesmas condi¢des experimentais. Essa abordagem permitiu verificar
a consisténcia da resposta morfogénica da variedade RB034045 ao protocolo inicial,

fortalecendo a robustez metodoldgica das etapas que se seguiram.
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3.1.1 Explante

O processo teve inicio com a coleta das por¢des apicais das plantas de cana-de-
acucar, conhecidas como “ponteiras”, que correspondem a extremidade superior da planta,
composta por aproximadamente 30 cm do segmento final do apice vegetal. Essas ponteiras
foram selecionadas de plantas com idade entre 6 ¢ 12 meses.

Em seguida, procedeu-se a remog¢ao manual das folhas externas da por¢ao apical
da cana-de-agucar até a obtengdo de um segmento cilindrico de aproximadamente 6 a 8 cm
de comprimento, composto por folhas imaturas ainda envoltas e dispostas de forma
concéntrica. Essa estrutura, localizada logo acima do n6é +1 e internédio +1, conforme
descrito no Sistema Kuijper (Scarpari; Beauclair, 2008), corresponde a regido mais jovem
do colmo, caracterizada por intensa atividade meristematica e elevado potencial
morfogénico. Em estudos de cultura de tecidos, essa por¢ao ¢ frequentemente denominada
“palmito apical”, embora também seja referida na literatura como “talo superior imaturo
vegetal”, ou “tolete apical”, na qual trata-se de uma estrutura altamente responsiva em
protocolos de inducdo de calos e regeneragdo in vitro, amplamente utilizada em
procedimentos de transformacao genética devido a sua composi¢do jovem e a presenca de
tecidos meristematicos internos (Figura 1).

Os toletes cilindricos imaturos obtidos foram cortados transversalmente,
resultando em discos foliares com espessura média de aproximadamente 2 mm. Esses discos

excisados, portanto, representam o explante vegetal utilizado para indugdo da calogénese.
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Figura 1. Preparo do explante vegetal. (A) Porc¢do apical da cana-de-acticar em campo
experimental, composta pelos ultimos 30 cm da extremidade superior do vegetal.
(B) Observa-se um recorte desse mesmo segmento, na qual a barra destaca a
regido e o comprimento (8 cm) onde se encontra o tolete apical cilindrico imaturo
da cana-de-acucar (talo/palmito vegetal) a ser excisado, ainda envolto pelas
bainhas foliares mais externas. Por fim, a direita, (C) visualiza-se o mesmo tolete
apical, com as folhas externas ja totalmente removidas. Esse talo superior vegetal
de folhas jovens sobrepostas pode ser localizado imediatamente acima da cicatriz
da bainha (sinalizado pela seta vermelha), e ¢ o material a ser descontaminado e
segmentado transversalmente em discos foliares (explantes).

3.1.2 Descontaminacio

A partir do material vegetal coletado em campo, foi realizado o processo de
remogao das folhas externas da por¢do apical da planta, e subsequente imersao dos toletes
cilindricos apicais imaturos da cana-de-agicar em agua filtrada. Os materiais de coleta e
preparo do segmento vegetal, como facas e bisturis, foram previamente higienizados com
Herbalvet®. Subsequentemente, grupos compostos por 10 a 15 toletes apicais foram

transferidos para frascos de vidro previamente autoclavados, contendo solucdo de etanol a

31



70% (v/v). Os materiais permaneceram imersos sob agitagdo por 1 minuto, em ambiente
asséptico, ja no interior da camara de fluxo laminar. Em seguida, os explantes foram
novamente imersos por mais 20 minutos em solucio de hipoclorito de sédio a 1,25% (Qboa®
comercial: 2,5% de cloro ativo diluida em agua filtrada na propor¢ao 1:1) + uma gota de
Tween® 20 como agente tensoativo. Ao final, o material foi lavado trés vezes com 4gua

filtrada e autoclavada para remover os residuos do agente desinfetante.

3.1.3 Cultivo dos explantes e inducio de calos

O cultivo in vitro dos explantes foi realizada imediatamente apoés a
descontaminagdo, sob condigdes assépticas em camara de fluxo laminar. Os toletes
cilindricos apicais foram manipulados sobre papel filtro autoclavado, utilizado para remover
o excesso de umidade. Com pingas e bisturis esterilizados, retiraram-se de duas a trés folhas
externas desse material, e discos foliares transversais de aproximadamente 3 mm foram
seccionados e cultivados em frascos de vidro contendo meio para indugdo de calos. Cada
frasco recebeu cinco discos, posicionados de forma a favorecer a indugdo calogénica.

Os frascos contendo os explantes foram mantidos em escuro continuo, a 25 °C £
1 °C, com umidade relativa de 60%, por 30 dias, até o primeiro repique. Avaliagcdes
periodicas foram realizadas ao longo do cultivo para acompanhar o processo de formagao
dos calos e observar as caracteristicas morfoldgicas associadas ao seu potencial
embriogénico. Explantes contaminados ou oxidados foram descartados, e apenas materiais

vidveis seguiram para as etapas seguintes.

3.1.4 Meio de cultura para inducio de calos

O meio de cultura utilizado para inducao de calos a partir dos discos consistiu
em uma solucao semissoélida composta pelos sais do meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementada com 0,1 mg-L™! de inositol, 20 g-L™! de sacarose, 150 mg-L! de 4cido citrico,
3 mg-L de azul de metileno, 1 mL-L~' de PPM® (Plant Preservative Mixture), 3 mg-L™" de
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 2,2 g-L ' de Gellan®. O PPM foi adicionado para controle
microbiano, e o0 2,4-D, como regulador de crescimento. O volume do meio variou conforme
a demanda experimental, sendo 20 mL distribuidos por frasco de vidro de 150 ml de

capacidade. A prepara¢do foi realizada em Béquer de 4 L com 4gua filtrada para
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solubilizagdo inicial, seguida da adicdo dos reagentes, exceto o agente gelificante,
incorporado apos dissolugdo completa dos demais componentes. O volume final foi ajustado
com agua filtrada, e o pH regulado entre 5,7 ¢ 5,8. A solu¢do permaneceu sob agitacao
constante com agitador magnético, e, apos adicdo do Gellan®, foi aquecida em micro-ondas
até inicio de ebuli¢do. Por fim, os frascos com o meio foram autoclavados a 120°C por 20

minutos, assegurando a esterilidade do cultivo in vitro.

3.1.5 Subcultivo dos calos

O repique, ou subcultivo das massas calosas, consistiu na transferéncia dos calos
formados a partir dos explantes durante os primeiros 30 dias de cultivo para um novo meio
de cultura fresco, com a mesma composi¢do e preparo do meio original. A partir dessa fase,
cada explante calogénico passou a ser cultivado individualmente em frascos separados. O
procedimento foi realizado em fluxo laminar, com pingas e bisturis, fragmentando os calos
em desenvolvimento e reposicionando-os sobre o meio de cultura renovado. Os frascos
permaneceram nas mesmas condigdes ambientais por mais 30 dias, até a formagao de calos
embriogénicos.

Durante o periodo de cultivo, foram monitoradas as taxas de contaminagao, a
ocorréncia de calogénese e a formacdo de calos com caracteristicas embriogénicas. As
respostas morfogenéticas foram inicialmente avaliadas de forma qualitativa, por meio do
registro da presenga ou auséncia de massas calosas variadas em cada disco foliar. Nos casos
em que foram identificados calos com aspecto embriogénico, procedeu-se também a
avaliacdo quantitativa, baseada na contagem de unidades de calo embriogénico. Para fins de
padronizagdo e quantificagdo, considerou-se como unidade de calo embriogénico qualquer

fragmento da massa calosa embriogénica com aproximadamente 4 mm de diametro.

3.2 CALOGENESE: ENSAIOS DE OTIMIZACAO

3.2.1 Explante: Influéncia das regides do tolete cilindrico apical na morfogénese in vitro

Com base nos resultados do protocolo inicial de calogénese, foi conduzido um
novo ensaio complementar com o objetivo de otimizar o protocolo. Mantendo-se as mesmas

condi¢des metodoldgicas adotadas anteriormente, buscou-se avaliar a influéncia da posi¢ao
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de origem dos discos foliares (explantes) ao longo do material vegetal na resposta
morfogenética. Para isso, os toletes apicais foram segmentados em trés porg¢des
longitudinais: basal, medial e distal.

A delimitacao dessas regides considerou a proximidade em relagdao ao meristema
apical. A regido denominada basal correspondeu aos cinco primeiros discos foliares situados
logo acima da cicatriz da bainha, regido mais proxima ao meristema apical. A regido medial
foi composta pelos cinco discos intermediarios, posicionados entre as por¢des basal e distal,
e a regido distal incluiu os cinco discos mais distantes do meristema, localizados na

extremidade superior do cilindro vegetal (Figura 2).
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Figura 2. Delimitacao das regides basal, medial e distal em toletes apicais para extragdo de
explantes. Representacdo esquematica do material vegetal utilizado como fonte
de explantes. O Tolete/talo superior vegetal, de morfologia cilindrica, localizado
imediatamente acima da cicatriz da bainha (indicada pela seta vermelha), foi
segmentado transversalmente e subdividido em trés regides: basal (R.B), medial
(R.M) e distal (R.D). Foram retirados cinco discos foliares de cada regido do talo,
com espessura aproximada de 2 a 3 mm, os quais foram utilizados nos
experimentos de calogénese.

34



Os conjuntos de discos foliares provenientes de cada uma dessas trés regides
foram considerados individualmente como tratamentos experimentais distintos. Todos os
demais procedimentos experimentais, incluindo as condigdes de cultivo in vitro, foram
mantidos constantes, diferenciando-se apenas pela anélise separada das respostas obtidas

para cada regido.

3.2.2 Descontaminac¢io: Otimizacées do protocolo para reducio da contaminacio in

vitro

Com o objetivo de reduzir as taxas de contaminagdo, foram realizados trés
diferentes ensaios com modificagdes no protocolo de descontaminagdao dos toletes
cilindricos apicais. No primeiro ensaio, a estratégia foi aumentar a concentracdo do
hipoclorito de sodio para 2,5% de cloro ativo.

No segundo ensaio, a concentragao de hipoclorito de sodio foi mantida em 2,5%.
Além disso, foi testada uma estratégia de dupla desinfeccao, buscando reforcar a eliminac¢ao
de contaminantes. Apds a primeira etapa de descontaminagao dos cilindros vegetais inteiros,
os discos foliares j& segmentados passaram por uma nova limpeza: primeiro uma imersao
rapida em alcool 70% (1 minuto) e, em seguida, uma nova exposi¢ao ao hipoclorito 2,5% (2
minutos).

No ultimo ensaio, manteve-se o uso de hipoclorito de sédio a 2,5%, conforme as
etapas anteriores, diferenciando-se apenas pela redugao da quantidade de toletes cilindricos
apicais por frasco a ser descontaminado, limitando o processo de desinfec¢do a no maximo

3 unidades por recipiente, visando uma limpeza mais individualizada e eficiente.

3.3 REGENERACAO DE PLANTAS

Apos 60 dias de calogénese em condi¢des de escuro, os calos embriogénicos
provenientes de cada disco foliar, foram cuidadosamente selecionados a partir da massa
calosa total, sendo isolados apenas aqueles que apresentavam caracteristicas visuais
indicativas de potencial regenerativo, como coloracao amarelada, textura compacta e aspecto
nodular. A separagdo foi realizada em condigdes assépticas, em camara de fluxo laminar,

com o auxilio de pinga e bisturi previamente autoclavados, sobre papel filtro estéril.
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Faz-se importante reforcar que, para a padronizagdo e quantificagdo das massas
embriogénicas selecionadas, adotou-se como critério a defini¢do de uma "unidade de calo
embriogénico", correspondente a uma estrutura nodular embriogénica individualizada, com
comprimento entre 3 ¢ 5 mm. ApoOs a separacdo manual das regides embriogénicas das
massas calosas formadas sobre os discos foliares, as unidades de calos embriogénicos foram
transferidas, em condigdes assépticas, para frascos com meio regenerativo, etapa seguinte
do protocolo.

Os frascos foram mantidos por mais 60 dias em sala de crescimento, a 25 °C +
1°C, com fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro, umidade de 60% e irradiancia de 45 pmol m™
s~! fornecida por lampadas Philips LED Green Power®. Um repique foi realizado no 30° dia

e, ao longo do periodo, monitorou-se a regeneragdo e o estabelecimento das plantulas.

3.3.1 Meio de cultura para regeneracio de plantas

Para a regeneragdo de plantulas a partir das unidades de calos embriogénicos,
utilizou-se um meio de cultura especifico, isento de reguladores de crescimento, contendo
sais do meio MS, 0,1 mg-L™! de inositol, 150 mg-L™' de &cido citrico, 20 g-L™! de sacarose,
1 mL-L" de PPM e 2,2 g-L' de Gellan® como agente gelificante. Proximo ao 60° dia de
inducdo de calos, foram preparados os frascos com esse meio regenerativo, seguindo o
mesmo protocolo de preparo e esterilizacdo previamente estabelecidos, com autoclavagem
a 120 °C por 20 minutos. Cada frasco foi padronizado com 30 mL de meio e recebeu 10

unidades de calo embriogénico.

3.4 REGENERACAO DE PLANTAS: ENSAIO DE OTIMIZACAO

3.4.1 Meio de cultura para regeneracao plantas: Efeito da suplementacio na eficiéncia

regenerativa

Com base no meio de regeneracdo basico previamente descrito,
convencionalmente utilizado para cultivo in vitro de cana-de-agucar, foram conduzidos
ensaios com diferentes suplementacdes, com o objetivo de avaliar seus efeitos na elevacao

da taxa de regeneragdo de plantulas a partir de calos embriogénicos.
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Portanto, o meio convencional foi complementado, em tratamentos distintos,
com 1 mg-L! de 6-benzilaminopurina (BAP), 50 mL-L™" de 4gua de coco ou 0,5 g-L™" de
caseina hidrolisada. Para cada tratamento, prepararam-se 10 frascos com 30 mL de meio,
totalizando cerca de 300 mL por condi¢do experimental. O preparo e a esterilizagdo seguiram

os protocolos previamente estabelecidos.

3.4.2 Concentracio inibitéria minima de canamicina na regeneracio de plantas

O vetor utilizado na transformagdo genética por biobalistica tem o gene nptl]
como marcador, a expressao deste gene confere resisténcia ao antibiotico canamicina. Para
definir a concentracdo do antibidtico que foi adicionado no meio de regeneragdao foi
determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM) de canamicina capaz de inviabilizar a
regeneragdo dos calos de cana. A curva de inibi¢do do crescimento de plantulas foi realizada
em seis concentragdes do antibidtico: 0, 12,5, 25, 50, 75 e 100 mg-L'. O experimento
consistiu em cinco frascos por tratamento, totalizando 50 unidades de calos embriogénicos
por concentracao.

Os calos embriogénicos previamente selecionados e individualizados foram
transferidos, sob condicdes assépticas em camara de fluxo laminar, para o meio de
regeneragdo convencional, suplementado com as respectivas concentracdes de canamicina,
onde permaneceram por 45 dias, com repicagem realizada no 21° dia de cultivo. Durante
esse periodo, os frascos foram mantidos em sala de crescimento sob temperatura controlada
de 25+ 1 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de escuro, conforme as condi¢oes
experimentais previamente estabelecidas.

Ao longo do desenvolvimento, foram realizadas avaliagdes periddicas quanto a
viabilidade e a capacidade de regeneracdo dos calos, expressa pela taxa de brotagdo. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentra¢do de

canamicina capaz de inibir completamente a regeneragdo de plantulas.

3.5 DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS EM MEIO LIQUIDO

Apos 60 dias de cultivo sob fotoperiodo controlado, as plantulas regeneradas a

partir das unidades de calos embriogénicos foram avaliadas quanto ao seu desenvolvimento.
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As que apresentaram morfologia adequada foram entdo transferidas para a etapa seguinte,
correspondente ao alongamento e a micropropagagao.

Nesta fase, as plantulas foram cultivadas em frascos de vidro contendo 20 mL
de meio de cultura liquido, formulado especificamente para estimular o crescimento da parte
aérea e o desenvolvimento radicular. Ao contrario dos meios semissolidos utilizados nas
etapas anteriores, este foi preparado na forma liquida, contendo sais do meio MS completo,
suplementado com 0,1 mg-L™" de inositol, 20 g-L ™" de sacarose, 125 mg-L™" de acido citrico,
0,2 mg-L de 6-benzilaminopurina (BAP) e 0,1 mg-L" de cinetina (KIN). O pH da solugao
foi ajustado para 5,8 antes da esterilizagao, realizada em autoclave a 120 °C e 1 atm por 20
minutos. Os frascos contendo as plantulas foram mantidos em sala de crescimento, sob as
mesmas condi¢des ambientais previamente estabelecidas. Foram realizados repiques a cada

30 dias, permitindo a manutengao ¢ multiplicagao dos explantes.

3.6 BIOBALISTICA

A tentativa de obtencdo da cana-de-agucar transgénica ocorreu por meio da
introducao do gene cp4-epsps, responsavel por conferir resisténcia ao herbicida glifosato,
utilizando a técnica de biobalistica com acelerador de particulas a hélio sob alta pressao.
Esse método permite a introducao direta de DNA exogeno em células vegetais por meio da
propulsdo de microparticulas revestidas com material genético. A etapa inicial envolveu a
construcao do vetor pRidesa/RR, contendo os genes cp4-epsps e nptll, este Gltimo utilizado
como marcador seletivo em meio com canamicina. O vetor foi amplificado em Escherichia

coli DH5-a e purificado para uso na transformacao.

3.6.1 Precipita¢do do DNA nas microparticulas

Foi realizado a precipitacio do DNA de interesse sobre microparticulas de
tungsténio M10, conforme metodologia adaptada de Rech e Aragdo (1998). As
microparticulas foram preparadas em tubos estéreis com etanol 70%, submetidas a
centrifugacao e lavagens sucessivas, e ressuspensas em glicerol 50% estéril. Em seguida, 50
puL dessa suspensao foram misturados a 5 uL. de DNA plasmidial contendo os genes cp4-
epsps e nptll, seguidos da adicao sequencial de 50 pL de CaCl. 2,5 M e 20 pL de espermidina

0,1 M. A mistura foi incubada sob agitacdo lenta por 10 minutos e lavada com etanol
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absoluto. A suspensdo final foi distribuida, sob condi¢des assépticas em camara de fluxo
laminar, sobre membranas carreadoras e armazenada em dessecador com silica gel até o

momento do bombardeamento.

3.6.2 Preparo dos calos

O processo de transformagao genética via biobalistica envolveu o uso de trés
meios de cultura: osmotico, poés-bombardeamento e regenerativo. O meio osmético foi
formulado com MS basico, 2,4-D (3 mg-L™"), BAP (0,5 mg-L™), caseina hidrolisada (0,5
g-L"), PPM (1 mL-L), Gellan® (2,2 g-L ) e sacarose (120 g-L™') como agente osmotico.
Esse meio foi distribuido em placas de Petri estéreis (60 X 15 mm), com 10 mL por unidade,
onde as unidades de calos embriogénicos (~4 mm) foram transferidas e mantidos por quatro
horas antes do bombardeamento. Para maximizar a eficiéncia do bombardeamento e
minimizar os efeitos letais na regido de impacto, as unidades de calo embriogénico foram
cuidadosamente posicionadas nas placas de Petri, com ajuda das pingas, formando um anel
periférico ao redor do centro da placa, evitando a chamada "zona de morte", area central com

maior intensidade de particulas apos a biobalistica.

3.6.3 Bombardeamento Génico

O bombardeamento foi realizado em camara de vacuo sob pressao de 27 polegadas de
Hg e hélio a 1200 psi, com a membrana carreadora posicionada a 8 mm da camara de gas,
13 mm da tela de retengdo e 80 mm do material vegetal. Antes do procedimento, o ambiente
e os equipamentos foram higienizados com alcool 70% e radiacdo UV, e a umidade da sala
foi controlada entre 20% e 30% com auxilio de desumidificador. As membranas,
posicionadas sobre suportes, foram inseridas na camara juntamente com placas de Petri
contendo 10 unidades de calos cada, dispostos em meio osmotico. Apos estabilizagcdo da
pressdo, a valvula solenoide foi ativada, promovendo a penetracdo das microparticulas de
tungsténio recobertas com DNA nas células-alvo. Em seguida, os calos foram transferidos
para o meio de pos-bombardeamento e, posteriormente, para o meio de regeneragdo, onde
permaneceram sob andlise por 45 dias, com repique no 20° dia, até a identificagdo de

possiveis plantulas transgénicas regeneradas.
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3.6.4 Repique dos calos apés bombardeamento

ApoOs a transformacao, os calos permaneceram por 24 horas em meio de pos-
bombardeamento, com composicao idéntica a anterior, exceto pela reducao da sacarose para
20 g-L'. Em seguida, foram transferidos para meio de regeneragdo, isento de reguladores
de crescimento, contendo MS bésico, sacarose (20 g-L™), acido citrico (150 mg-L™"), PPM
(1 mL-L™"), Gellan® (2,2 g-L™") e canamicina como agente seletivo, cuja concentracao
adequada foi determinada em curva de inibi¢do. Os meios foram distribuidos em frascos de
vidro esterilizados, com volume padrao de 20 mL por frasco.

Foram realizados ensaios de viabilidade e testes controle (positivo e negativo)
para validar a eficiéncia do protocolo de transformacgdo genética. Os meios de cultura foram
preparados de forma especifica para cada condicdo experimental. O meio regenerativo
utilizado nos testes de viabilidade e no controle positivo foi formulado sem adigdo de
canamicina, enquanto o meio do controle negativo continha o antibiotico. Cada condicdo
experimental foi composta por cinco frascos, contendo 10 calos embriogénicos nao

transformados por frasco, totalizando 50 calos por grupo.

3.6.5 Analise da integracio dos genes cp4-epsps e nptll no genoma da cana-de-acicar

via PCR.

Folhas jovens foram coletadas em fluxo laminar com pinga e bisturi, maceradas
em nitrogénio liquido e ressuspensas em tampao CTAB aquecido a 65°C com pB-
mercaptoetanol. Apds incubagao por 1 hora, com agitacdo a cada 10 minutos, o material foi
submetido a extragdo com cloroformio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugacdo a 10.000 g
por 10 min a 4 °C. A fase aquosa foi recuperada, e extraida novamente com cloroférmio,
tratada com RNAse A (100 pg-mL™") a 37 °C por 30 min e o DNA precipitado com etanol
absoluto gelado, centrifugado (10.000 g, 20 min, 4 °C), lavado com etanol 70% e seco sob
fluxo laminar. O DNA foi ressuspenso em agua filtrada e armazenado a —20 °C.

A qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1% e a
concentracao determinada por espectrofotometria (260/280 nm). O DNA obtido foi utilizado
como molde em reagdes de PCR com os primers especificos para o gene cp4-epsps e npt-11

para confirmacao da integragdo desses genes no genoma da cana-de-agucar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROTOCOLO INICIAL DE CALOGENESE

A etapa de calogénese representa um dos pilares dos protocolos de regeneragao
por embriogénese somatica, sendo particularmente sensivel a variagdo entre genotipos.
Diferentes variedades de Saccharum spp. apresentam ampla variabilidade em sua resposta a
inducdo de calos e ao subsequente desenvolvimento embriogénico, sendo comum a
ocorréncia de linhagens recalcitrantes, com baixa taxa de calogénese ou regeneragdo
deficiente, o que inviabiliza sua utilizagdo em procedimentos de transformacao
(Lakshmanan et al., 2005).

A resposta morfogénica da variedade RB034045 foi avaliada com foco na
formacdo de calos embriogénicos viaveis e em quantidade adequada para aplicagdes
biotecnoldgicas. Para isso, foram conduzidas duas repeticdes independentes do teste de
calogénese (ver Material e Métodos, item 3.1), sob condi¢des controladas e padronizadas,
com o objetivo de verificar a consisténcia dos resultados e a reprodutibilidade do protocolo
estabelecido.

Essa estratégia experimental possibilitou uma analise comparativa dos principais
parametros envolvidos no processo, incluindo perda de explantes por contaminagao, taxa de
calogénese, ocorréncia de embriogénese e rendimento embriogénico (Tabela 1). Os dados
obtidos forneceram uma base técnica solida para eventuais ajustes no protocolo, assegurando

a robustez metodoldgica necessaria a sua aplicagdo nas etapas subsequentes do estudo.
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Tabela 1. Resumo dos resultados do protocolo inicial de calogénese em discos foliares da
variedade RB034045 de cana-de-agucar.

Analises Valor Absoluto
Calogénese: Testes iniciais Teste 1 Teste 2
Total de discos foliares cultivados 450 1.140
Analise da taxa de contaminacao
Discos foliares contaminados (% Contaminagdo) * 349 870
Discos foliares assépticos / ndo contaminados 101 270
Analise dos discos assépticos
. . 20 60
Discos assépticos sem massa calosa
Discos assépticos com massa calosa (% Calogénese)? 81 210
Analise dos discos com calogénese
. Ca A 3 53 129
Disco com massa calosa embriogénica (% Embriogénese)
Massa de calos ndo embriogénicos 28 81
Total de unidades de calos embriogénicos 350 822
Rendimento * 0,77 0,72

1 Porcentagem calculada com base no total de discos foliares cultivados.
2 Porcentagem calculada com base nos discos assépticos com e sem massa calosa.
3 Porcentagem calculada com base nos discos assépticos somente com massa calosa.

4 Rendimento calculado com base no total de unidades de calos embriogénicos sobre o total de discos foliares cultivados.

Ao longo das duas repeti¢cdes conduzidas in vitro, foram cultivados ao todo 1.590
discos foliares com o objetivo de induzir a formagdo embriogénica. O Teste 1 compreendeu
450 discos, enquanto o Teste 2 englobou 1.140. Ambos os ensaios revelaram uma elevada
taxa de contaminacdo microbiana, fator limitante que impactou negativamente o
desempenho geral da cultura in vitro.

No Teste 1, dos 450 discos foliares inicialmente cultivados, 349 apresentaram
contaminagdo visivel e foram descartados. Dos 101 discos assépticos remanescentes, 81

formaram massas calosas, sendo que 53 exibiram caracteristicas morfoldgicas compativeis
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com calos de natureza embriogénica, enquanto os 28 restantes originaram calos ndo
embriogénicos. A partir desses calos embriogénicos, foram isoladas 350 unidades de calos
com potencial regenerativo, resultando em um rendimento médio de 0,77 unidades de calos
por disco foliar cultivado.

No Teste 2, a taxa de contaminagao foi igualmente expressiva: dos 1.140 discos
cultivados, 870 foram perdidos por contaminacdo. Dos 270 explantes que permaneceram
assépticos, 210 formaram massas calosas. Dentre estas, 129 apresentaram caracteristicas
embriogénicas, ¢ as demais 81 massas foram classificadas como nao embriogénicas. Esse
conjunto de calos embriogénicos originou 822 unidades isoladas, o que correspondeu ao um
rendimento médio de 0,72 unidades de calos por disco foliar cultivado.

Os dados obtidos nos dois experimentos evidenciam que, apesar das perdas
substanciais causadas pela contaminagdo microbiana, ambos os testes demonstraram um
potencial embriogénico relevante da variedade RB034045, com valores consistentes de
rendimento (0,77 no Teste 1 e 0,72 no Teste 2). Essa similaridade sugere que o
comportamento embriogénico da cultivar ¢ estavel.

Em ambos os experimentos conduzidos, foram registradas elevadas taxas de
contaminag¢do nos discos foliares, com perdas de 77,6% no Teste 1 e 76,3% no Teste 2.
Considerando apenas os explantes que permaneceram ass€pticos, observou-se formagao de
calos em 80,2% dos casos no Teste 1 e em 77,8% no Teste 2, indicando uma frequéncia
expressiva de resposta morfogénica inicial da cultivar RB034045.

Dentre os calos formados, uma parcela consideravel apresentou caracteristicas
morfologicas compativeis com calos embriogénicos, o que correspondeu a 65,4% no Teste
1 e 61,4% no Teste 2. Os dados obtidos permitem uma analise de comparacao percentual

entre os dois ensaios (Figura 3).
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Figura 3. Frequéncia relativa de contaminacdo, calogénese e embriogénese somatica da
variedade de cana-de-agiicar RB034045 em duas repeti¢cdes independentes. (A)
Proporcdo de discos contaminados durante os 60 dias de cultivo para indugao de
calos. Apenas os discos assépticos foram mantidos e avaliados nos parametros
seguintes, destacando-se o desafio de reduzir perdas por contaminacdo. (B)
Frequéncia de massas calosas desenvolvidas entre os discos assépticos. (C)
Frequéncia de discos foliares que apresentaram especificamente massas calosas
embriogénicas, com regides nodulares de coloragdo branco-amarelada. As
demais massas calosas formaram calos mucilaginosos ou indiferenciados,
considerados ndo embriogénicos.

As estruturas consideradas embriogénicas foram identificadas com base em
caracteristicas morfoldgicas especificas, tais como colora¢do branco-amarelada, textura
firme ao toque e superficie nodular ou granular, aspectos classicos associados a competéncia
embriogénica em gramineas, conforme descrito por Lima et al. (2001), Basnayake et al.
(2011) e Li et al., (2021). A presenca recorrente dessas caracteristicas reforca a identidade
embriogénica das massas calosas e indica um potencial regenerativo consistente na cultivar
estudada.

Além disso, foram frequentemente observadas areas de coloracdo avermelhada
nos calos, especialmente em regides periféricas as massas embriogénicas. Essas tonalidades
sdo atribuidas ao acimulo de antocianinas e t€ém sido interpretadas como indicadoras da

transi¢do entre a fase calogénica e o inicio da organogénese ou embriogénese somatica

44



(Kortstee et al., 2011; Termignoni, 2005). A ocorréncia dessa coloragdo, embora ndo
necessariamente negativa, pode refletir alteragdes fisiologicas importantes no tecido

cultivado, sinalizando a proximidade da diferenciacao celular.

A anélise estatistica das varidveis qualitativas foi realizada por meio do teste qui-
quadrado de independéncia. Os resultados indicaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os ensaios 1 e 2 quanto a frequéncia de contaminagdo (p
=0,5985), calogénese (p = 0,6139) e embriogénese (p = 0,5271). Esses dados demonstram
que as respostas morfogénicas observadas foram consistentes entre as repetigoes,

corroborando a estabilidade do protocolo quanto a esses parametros (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia (%) das varidveis qualitativas entre os dois testes de calogénese.

Variavel Teste 1 Teste 2 ( QuiP(-)Vua;?d:‘a do)
Contaminacao 77,6% 76,3% 0,5985
Calogénese 80,2% 77,8% 0,6139
Embriogénese 65,4% 34,6% 0,5271

Para a varidvel quantitativa do rendimento (calos embriogénicos por disco
foliar), foi aplicado o teste ¢ de Student para amostras independentes, com o objetivo de

comparar as médias obtidas entre os dois experimentos realizados (Figura 4).
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Figura 4. Rendimento médio de calos embriogénicos por disco foliar da cultivar de cana-
de-agucar RB034045 em dois ensaios independentes. As barras representam a
média do nlimero de unidades de calos embriogénicos obtida por disco cultivado,
com linhas de erro indicando o intervalo de confianga de 95%. A analise
estatistica por teste # de Student ndo indicou diferenca significativa entre os testes
(» = 0,6861), evidenciando estabilidade do protocolo quanto ao rendimento
embriogénico.

Os valores médios observados foram de 0,77 para o Teste 1 e 0,72 para o Teste
2, com desvios-padrdo proximos, o que denota homogeneidade na dispersdo dos dados. A
analise estatistica revelou auséncia de diferenca significativa entre os grupos (¢ = 0,4042; p
=0,6861), indicando que o protocolo apresentou comportamento estavel quanto a eficiéncia
de produgdo de calos embriogénicos por explante.

A andlise de rendimento merece atengdo especial do ponto de vista pratico. Isso
porque o rendimento representa um indicador integrado da eficiéncia global do protocolo,
sendo razdo entre a quantidade total de unidades de calos embriogénicos formadas ao final
do processo e o niimero de discos foliares inicialmente cultivados. Dessa forma, esse
parametro sintetiza, em um unico valor, os impactos acumulados de diferentes etapas
experimentais, como perdas por contaminagao, auséncia de calogénese ou formagao de calos
nao embriogénicos, sobre o resultado final.

Portanto, o rendimento pode ser considerado o reflexo mais direto e objetivo do

sucesso operacional do protocolo, especialmente quando se tem como finalidade a geragao
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de material embriogénico em quantidade suficiente para aplicagdo em processos
subsequentes, como a transformagdo genética.

A utilidade pratica do valor de rendimento se torna ainda mais evidente em
contextos em que ha uma demanda planejada de unidades de calos embriogénicos, por
exemplo, para um experimento de biobalistica. Nesse contexto, o rendimento funciona como
uma estimativa pratica da eficiéncia do processo, permitindo, a partir de seu valor, calcular
quantos discos foliares devem ser cultivados para alcangar uma meta especifica de producao
de calos embriogénicos. Nesse ponto, destaca-se a importancia da analise dos intervalos de
confianca das médias de rendimento, que fornecem estimativas dos limites inferior e superior
esperados para essa variavel com 95% de confianca.

Para o Teste 1, o intervalo de confianca foi de 0,54 a 1,01, enquanto no Teste 2,
variou de 0,57 a 0,86. Essa varia¢do natural esperada dos dados assume um papel estratégico
na gestdo experimental, pois ao se basear no limite inferior do intervalo, que representa o
pior cenario ainda dentro da margem de confiabilidade, ¢ possivel minimizar o risco de ndo
se obter quantidade suficiente de calos embriogénicos para atender & demanda experimental
ou produtiva. Em outras palavras, adotar o valor minimo do intervalo como referéncia
operacional permite garantir, com maior seguranga, que a quantidade de explantes cultivados
sera suficiente para atender a demanda, mesmo diante de variagdes ndo controladas entre
lotes ou repeticdes. Essa abordagem, embora conservadora, ¢ altamente recomendavel em
sistemas sensiveis como a transformacdo genética, em que a disponibilidade limitada de
calos embriogénicos pode comprometer o sucesso do experimento.

Considerando que todos os explantes cultivados neste experimento foram
contabilizados no calculo do rendimento, inclusive aqueles perdidos por contaminagdo, os
valores obtidos (0,77 no Teste 1 e 0,72 no Teste 2) refletem a eficiéncia global do protocolo
sob as condicdes especificas deste trabalho, marcadas por elevada taxa de contaminag@o. No
entanto, reconhece-se que a aplicagdo desse indicador em estudos comparativos ou em
contextos experimentais com menor incidéncia de contaminagcdo pode resultar em
interpretacdes enviesadas da eficiéncia do protocolo.

Assim, para fins comparativos ou aplicacdo em diferentes condi¢des, sugere-se
a utilizacdo de uma métrica alternativa, calculada com base apenas nos discos foliares que
permaneceram assé€pticos ao longo do experimento. Essa versdao ajustada do rendimento
permite uma estimativa mais precisa da eficiéncia do sistema sob condigdes ideais de

assepsia. Considerando apenas os explantes assépticos, os rendimentos observados foram de
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3,46 no Teste 1 (350/101) e 3,04 no Teste 2 (822/270), evidenciando o potencial do protocolo
em condigdes livres de contaminagao.

A condugao do primeiro teste preliminar com a variedade RB034045 permitiu
identificar pontos criticos e levantar demandas relevantes para o aperfeicoamento do
protocolo de embriogénese somatica. Entre os fatores observados, destaca-se a necessidade
de ajustes no protocolo de descontaminagdo dos tecidos vegetais para diminuir a perda de
discos observada por contaminagdo. Outro fator importante a ser analisado ¢ a determinacao
da regido do tolete cilindrico apical com maior rendimento para a producdo de calos
embriogénicos.

Diferentes por¢des do tolete cilindrico apical podem apresentar concentragdes
distintas de microrganismos endofiticos, o que pode impactar as taxas de contaminagdo
observadas in vitro. Além disso, o gradiente natural de hormonios endogenos, reservas
metabodlicas e potencial de reprogramacao celular ao longo das laminas foliares sobrepostas
pode influenciar significativamente a competéncia morfogénica dos tecidos. Assim, a
selecdo estratégica de regides com maior potencial embriogénico pode representar uma
abordagem eficaz para aumentar a eficiéncia da calogénese e da regeneragdo em protocolos
de cultura de tecidos vegetais.

Todos os explantes utilizados neste trabalho foram oriundos de campo, o que
pode ter contribuido para a elevada taxa de contaminacdo observada. De modo geral,
materiais vegetais coletados em ambiente natural estdo mais sujeitos a presenca de
contaminantes externos e endofiticos, em razdo da exposi¢do a condi¢des climaticas
variaveis, como temperatura, umidade e precipitagdo, além do contato com microrganismos
do solo, do ar e de insetos.

Essas caracteristicas tornam o processo de assepsia mais complexo e, muitas
vezes, menos eficaz, especialmente em protocolos de cultura de tecidos, nos quais a
descontaminagdo eficiente € essencial para o sucesso da fase inicial de estabelecimento in
vitro. Nesse contexto, a origem dos explantes representa um fator critico que pode impactar
diretamente os indices de contaminacdo em experimentos com material vegetal.

Paralelamente, o elevado indice de contaminagdo identificado refor¢a a
importancia de se aprimorar os protocolos de desinfestacao. A presenca de microrganismos
contaminantes impacta diretamente a taxa de sucesso do cultivo, reduzindo o nimero de
explantes viaveis disponiveis para as etapas subsequentes do processo. A reducdo dessas

perdas ndo apenas eleva o aproveitamento do material vegetal, como também potencializa a
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eficiéncia global do protocolo, especialmente quando se objetiva a transformacao genética,
onde a disponibilidade de calos embriogénicos ¢ fator limitante.

Outra observagao relevante surgiu a partir da utilizacdo do azul de metileno
como suplemento no meio de indugao calogénica. O corante foi incorporado com o objetivo
de reduzir a oxidagdo fendlica, um dos principais entraves ao cultivo in vitro de tecidos de
cana-de-agucar. Tradicionalmente empregado em andlises microbioldgicas e histologicas, o
azul de metileno tem sido explorado em protocolos de cultura de tecidos vegetais devido ao
seu potencial antioxidante e a possivel influéncia sobre a morfogénese in vitro, atuando na
estabilizacdo do estado redox do meio de cultura, no controle da oxidagdo celular e na
modula¢do de respostas morfogenéticas por meio de interagdes com mitocondrias e outras
organelas celulares (Salgueiro Lage & Esquibel, 1997; Aloni et al., 2010; Chen et al., 2019).

No decorrer do cultivo, observou-se um comportamento fenotipico distinto
relacionado a presenca do corante. Nos primeiros dias, os discos foliares e os calos em
formagao apresentaram coloragdo azulada, evidenciando a difusdo do corante pelos tecidos.
Apos 60 dias de cultivo, foi constatado que calos ndo embriogénicos mantinham coloragdo
verde-azulada, enquanto os calos com caracteristicas embriogénicas tipicas apresentavam
coloragdo natural, sem vestigios do corante (Figura 5).

Essa diferenciagdo visual demonstrou potencial como marcador de
embriogenicidade, possibilitando a identificagdo de calos competentes a regeneracao.
Considerando que a selecdo de calos embriogénicos representa um dos principais desafios
em protocolos de transformagao via embriogénese somatica, essa abordagem pode contribuir

para tornar o processo mais eficiente, rapido e econdomico.
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Figura 5. Efeito do azul de metileno na diferenciagdo visual de calos embriogénicos e ndo

embriogénicos da variedade RB034045 de cana-de-acucar. (A) Massa calosa apds
60 dias de indugdo em meio suplementado com 3 mg-L™' de azul de metileno.
Setas vermelhas indicam calos embriogénicos (friaveis, amarelo-leitosos); setas
pretas indicam calos ndo embriogénicos (mucilaginosos, verde-azulados). (B)
Comparagdo entre a imagem original (esquerda) e versdo com contraste e
saturagdo ajustados (direita), ressaltando o padrdo de coloracao diferencial. (C—
E) Detalhes morfologicos que evidenciam a distingdo entre calos embriogénicos
(amarelados, setas vermelhas) e ndo embriogénicos (azulados, setas pretas). (F)
Disco foliar no 8° dia de cultivo, com intensa absor¢ao do corante pela epiderme.
(G, H) Comparacao entre calos no 30° dia de indugdo: (G) massa calosa cultivada
sem o corante (coloracdao castanho-amarelada); (H) calo cultivado com azul de
metileno, apresentando coloragdo azul-esverdeada caracteristica.

Até o presente momento, ndo foram encontrados relatos na literatura cientifica

sobre o uso do azul de metileno como marcador visual de embriogenicidade em cana-de-

acgucar ou em outras culturas vegetais, o que confere carater inédito a essa proposta.

Como desdobramento futuro, propde-se a conducdo de experimentos

controlados para a validagdo dessa hipdtese, incluindo a constru¢do de uma curva de

concentra¢do do corante no meio de cultura, bem como a andlise da resposta morfogenética

associada a diferentes concentracdes. Ensaios sistematicos devem ser planejados com base
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em parametros quantitativos e qualitativos de embriogénese e regeneracao, com o objetivo
de confirmar a precisdo, a consisténcia dos resultados e o potencial de uso pratico do azul de
metileno como ferramenta auxiliar na triagem de protocolos de cultura de tecidos vegetais

aplicados a transformagao genética.

4.2 ENSAIOS DE OTIMIZACAO DA CALOGENESE

4.2.1 Explante: influéncia das regioes do tolete cilindrico apical na morfogénese in vitro

A resposta morfogénica de tecidos vegetais in vitro esta diretamente relacionada
a maturidade, ao estado fisioldgico e a posi¢ao do explante (De Andrade, 2002). Com base
nesse principio, este estudo avaliou como a posicdo dos discos foliares influencia as
respostas morfogenéticas in vitro da cultivar RB034045 de cana-de-agucar. Para isso,
conduziu-se um experimento comparativo entre as regides basal, medial e distal do tolete
cilindrico apical, com o objetivo de otimizar a selecdo do material vegetal para a indugdo de
calos embriogénicos (Material e Métodos - item 3.2.1). Com base nos resultados descritos
na Tabela 3 foi possivel identificar a contribui¢do proporcional de cada regido do explante

em relacdo as varidveis avaliadas, contaminagao, calogénese, embriogénese e rendimento.
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Tabela 3. Avaliacdo do desempenho morfogénico in vitro das diferentes regides do tolete
cilindrico apical da cultivar RB034045 de cana-de-agucar (basal, medial e
distal). Os valores totais representam o somatorio geral do ensaio, e os valores
por regiao indicam sua participagao relativa no resultado final.

Regido Basal Medial Distal Total

Discos cultivados 380 380 380 1.140
Contaminados 248 313 309 870
Assépticos 132 67 71 270
Com massa calosa 126 54 30 210
(Calogénese)

Sem massa calosa 6 13 41 60
Com massa calosa embriogénica 85 34 10 129
(Embriogénese)

Unidades de calos embriogénicos 606 170 46 822
Rendiment() médlo 1 ’59 0’44 0’ 1 2 0,72

(Unid. calo/disco cultivado)

A regido basal apresentou os melhores resultados, com menor taxa de
contaminagdo (248/380 discos) e alta taxa de calogénese: 126 dos 132 discos assépticos
formaram calos, dos quais 85 mostraram caracteristicas embriogénicas. Ao todo, os discos
foliares dessa regido originaram 606 unidades embriogénicas, representando um rendimento
de aproximadamente 1,59 unidades embriogénicas por disco. Esse desempenho destaca a
regido basal como preferencial para protocolos de embriogénese somatica e
consequentemente para a transformacdo genética, especialmente pela eficiéncia
morfogénica

A regido medial teve desempenho intermediario. Dos 380 discos, 313
apresentaram contaminacdo. Entre os 67 assépticos, 54 formaram calos, sendo 34
embriogénicos. O rendimento foi de 170 unidades embriogénicas, com média de 0,44 por
disco foliar. Apesar da contaminagdo elevada, os resultados morfogénicos foram
satisfatorios, justificando o uso da regido medial em situacdes de limitagao de material.

A regido distal apresentou os piores resultados. Dos 380 discos, 309 foram

contaminados. Dos 71 discos assépticos, apenas 30 formaram calos, e s6 10 apresentaram
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Tamanho da amostra

embriogénese. O rendimento foi de 46 unidades, média de 0,12 por explante. A baixa

performance ¢ atribuida a maior diferenciacdo celular e menor atividade meristematica,

comprometendo a reprogramacao celular.

Como forma complementar de andlise, foi elaborado um grafico que simula o

desempenho percentual do ensaio considerando o uso exclusivo de cada regido do tolete

apical. Essa abordagem permite visualizar, para cada varidvel analisada, quais seriam as

taxas obtidas caso o experimento tivesse sido conduzido utilizando isoladamente apenas a

regido basal, medial ou distal (Figura 6).
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Figura 6. Graficos de barras representando a andlise individual dos discos foliares de cada
regido do tolete cilindrico apical (distal, medial e basal) em relagdo a trés
parametros: contaminagdo, calogénese e embriogénese. A visualizagdo permite,
além da observacgao isolada de cada regido, a comparagdo entre elas quanto ao
desempenho em cada varidvel analisada, destacando diferencas na resposta
morfogénica dos explantes conforme a posi¢ao ao longo do eixo longitudinal do

tolete apical.
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Por meio das andlises estatisticas, objetivou-se identifica qual das regides
vegetais apresenta melhor desempenho quanto aos parametros estudados. Para as variaveis
categoricas, contaminagdo, calogénese e¢ embriogénese, foram realizadas analises por
regressao logistica binaria, com célculo da odds ratio (OR), intervalos de confianca de 95%

e respectivos p-valores (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise estatistica por regressdo logistica para as variaveis contaminagao,
calogénese e embriogénese das regides do tolete cilindrico apical da cana-de-

acucar RB034045.

Comparacio Odds Ratio (OR)! I1C 95%?2 p-valor
Contaminacao ‘

Medial vs. Basal 2,49%** 1,66 —3,72 <0,001

Distal vs. Basal 2,32%%* 1,55-3,45 <0,001

Distal vs. Medial 0,93 0,60 — 1,45 0,900

Calogénese

Basal vs. Distal 28,70%** 9,27 — 88,80 < 0,001

Basal vs. Medial 5,06%* 1,50-17,10 0,005

Medial vs. Distal 5,68%*** 2,27 -12.20 < 0,001
Embriogénese

Basal vs. Distal 4,15%* 1,51 -11,40 0,003

Basal vs. Medial 1,21%* 0,55-2,71 0,800

Medial vs. Distal 3,43* 1,11 -10,40 0,029

L *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

2. Inferior — Superior.
Abreviagdes: IC = Intervalo de Confianga, OR = Odds Ratio (Razdo de chances).

A andlise da varidvel contaminacao revelou diferengas estatisticamente
significativas entre as regides. A regido basal apresentou a menor taxa de contaminacdo
(65,3%), enquanto as regides medial e distal exibiram indices superiores (82,3% e 81,3%,
respectivamente).

Pela regressdo logistica a probabilidade, em termos de odds ratio, a regido
medial tem 2,49 vezes (ou 149% a mais) mais chances de contaminar que a regiao basal (OR
= 2,49; p < 0,05). A regiao distal possui 2,32 (ou 132% a mais) vezes mais chances de
contaminar que a regiao basal, em termos de odds ratio (OR = 2,32; p < 0,05). Nao houve
diferenca estatistica entre medial e distal (p=0.9).

Esses resultados reforcam que a contaminagdo ndo ocorre de maneira
homogénea entre as porcdes do tolete cilindrico apical, podendo estar relacionada a

diferencas estruturais, como grau de vascularizacdo e presenca de camaras intercelulares,
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que favorecem a colonizagdo por microrganismos endofiticos (Hu et al., 2017). Além disso,
observou-se que a contaminac¢ao de um unico disco frequentemente comprometia os demais
do mesmo frasco, reforcando a necessidade de distribuir os explantes individualmente e
revisar os protocolos de desinfestagao.

Na calogénese, a superioridade da regido basal foi marcante. Essa por¢ado obteve
uma taxa de inducdo de calos em 95,4% dos discos assépticos, enquanto a medial atingiu
80,6% e a distal apenas 42,3%.

Pela regressao logistica a probabilidade, em termos de odds ratio, a regido basal
tem 28,7 vezes (ou 2770% a mais) mais chances de calogénese que explantes da regido distal
(OR =28,7; p<0,001). A regido basal possui 5,06 (ou 406% a mais) vezes mais chances de
calogénese que a regido medial, em termos de odds ratio (OR = 5,06; p = 0,005). Contuso,
a regido medial também se destacou positivamente frente a distal (OR = 5,68; p < 0,001),
demonstrando um desempenho intermediario.

Para a embriogénese somatica, a tendéncia se manteve. A regido basal
apresentou taxa de 67,2% de formacdo de calos embriogénicos, contra 62,9% na medial e
33,3% na distal. A diferenca entre a basal e a distal foi estatisticamente significativa (OR =
4,15; p = 0,003), enquanto nao houve diferenca significativa entre basal e medial (p > 0,05),
indicando uma competéncia embriogénica similar entre essas duas regides. A regido medial
também foi estatisticamente superior a distal (OR = 3,4; p =0,029).

A superioridade da regido basal pode estar associada a maior concentracdo de
tecidos meristematicos, atividade mitotica mais elevada e acimulo de reservas celulares,
fatores ja relatados como determinantes para o sucesso na inducao e manutencao de calos
embriogénicos em gramineas (Rao, 2015; Neves et al., 2003; Hu et al., 2017). Foi possivel
observar diferencas visuais entre os discos das diferentes regides, corroborando os dados

morfogénicos observados (Figura 7).
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Figura 7. Representagdo esquemadtica da segmentacdo do tolete cilindrico apical da
variedade de cana-de-acticar RB034045 para a obtencdo dos discos foliares
utilizados como explantes. O cilindro vegetal superior corresponde ao tolete
apical previamente descontaminado, posteriormente dividido em trés regides
longitudinais: basal (R.B), medial (R.M) e distal (R.D). De cada segmento foram
seccionados transversalmente cinco discos foliares com 2 a 3 mm de espessura,
totalizando 15 discos por tolete. Abaixo, sdo ilustradas as porgdes cortadas e os
respectivos discos obtidos, com destaque para as caracteristicas visuais
predominantes: regido basal com coloragao clara e tecidos jovens; regido medial
com coloracdo levemente amarelada; e regido distal com escurecimento
progressivo e presenca de manchas marrons. A extremidade basal do cilindro,
onde se localiza o meristema ¢ descartada e nao utilizada nos experimentos.
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Para a varidvel quantitativa continua “rendimento”, foi aplicada uma analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparacdo multipla entre médias.
Essas analises permitiram determinar ndo apenas a existéncia de diferencas estatisticas entre
as regioes, mas também a magnitude da influéncia de cada uma sobre a eficiéncia

embriogénica (Tabela 5).

Tabela 5. Anélises estatisticas descritivas e analise de variancia para o rendimento médio
de calos embriogénicos por disco foliar, por regido do tolete cilindrico apical da cana-de-
acucar RB034045.

Regido do tolete Média 1C 95%' Grupo (Tukey)
Basal 1,59 1,23 - 1,96 A
Medial 0,44 0,24 — 0,65 B
Distal 0,12 0,035 —0,20 B

1: Inferior — Superior.

Abreviagdes: IC = Intervalo de Confianga.

O rendimento de unidades de calos embriogénicos por disco cultivado foi o
parametro mais relevante do ponto de vista operacional. Este valor reflete de maneira
integrada o sucesso do protocolo, pois abarca, em uma Unica métrica, todas as possiveis
perdas, contaminagdo, auséncia de calogénese ou calos nao embriogénicos. A regido basal
apresentou rendimento médio de 1,59 (IC95%: 1,23—1,96), significativamente superior ao
da regido medial (0,44; IC95%: 0,24-0,65) e ao da distal (0,12; 1C95%: 0,035-0,20) (p <
0,001). A diferenga entre medial e distal ndo foi estatisticamente significativa.

Ou seja, o rendimento da regido basal pelo teste de Tukey € maior que a regiao
medial e distal. A expectativa (com intervalo de confianca de 95%) ¢ que a cada disco foliar
basal sejam gerados de 1,23 a 1,96 unidades embriogénicas. Esses valores para distal e
medial sdo respectivamente: 0,03-0,20 e 0,24-0,65. Em outras palavras, a regido basal pode
gerar de a 1,89 a 8,16 mais rendimento que a regiao medial, por exemplo.

Com base nesses dados, a utilizacdo de discos exclusivamente da regido basal

representaria a estratégia mais eficiente em termos de produtividade morfogénica (Figura 8).
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Figura 8. Numero médio de unidades embriogénicas por disco foliar obtidas das regides
basal, medial e distal do tolete cilindrico apical da cana-de-agtcar (cultivar
RB034045). Verifica-se diferenca estatistica significativa entre a regido basal e as
demais, com maior rendimento embriogénico (letra ‘a’), enquanto as regides
medial e distal ndo diferiram entre si (letra ‘b’), conforme teste de Tukey (p <
0,05). Esses resultados indicam que a por¢do basal apresenta maior potencial
embriogénico em comparagao as porgdes mais distais.

Em cendrios onde o material vegetal disponivel ¢ escasso, a inclusdo da regido
medial pode ser considerada uma alternativa vidvel. Embora sua incorporacdo tenda a
reduzir ligeiramente o rendimento geral, ela pode dobrar a capacidade de producao de discos
por ponteira (de 5 para 10 discos por planta coletada), reduzindo a necessidade de coleta de
grandes quantidades de biomassa. Por exemplo, para se obter 100 discos da regido basal,
seriam necessarias 20 ponteiras. No entanto, ao incluir a regido medial, essa demanda cairia
para 10 ponteiras. Em contextos com restrigdo de acesso a plantas matrizes ou em fases
iniciais de experimentacao, essa estratégia pode representar um custo-beneficio operacional
mais equilibrado, desde que se aceite uma leve redugdo na média de rendimento.

Além disso, deve-se considerar que regides com menor taxa de contaminagao,

como a basal, resultam em menor descarte de frascos, menos ciclos de autoclavem e menor
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consumo de insumos ¢ mado de obra, fatores que também impactam diretamente na
viabilidade economica do protocolo.

Portanto, conclui-se que a regido basal deve ser prioritariamente utilizada em
protocolos de inducao de calos embriogénicos da variedade RB034045, especialmente em
fases avangadas de experimentagdo ou quando se exige alta eficiéncia por unidade cultivada.
No entanto, a regido medial pode ser incorporada estrategicamente em condigdes especificas,
desde que se avalie previamente o impacto sobre o rendimento final. A exclusdo da regiao
distal ¢ recomendada, devido a sua baixa responsividade, elevada contaminacao e risco de
comprometer a eficiéncia geral do sistema.

Esses resultados reforcam a importancia da sele¢do precisa do explante vegetal,
ndo apenas por seu impacto bioldgico, mas também por sua relevancia pratica e econdmica
em contextos de cultivo in vitro voltados a transformacdo genética. Além disso, apontam
para a necessidade de ajustes complementares nos protocolos de descontaminagio e manejo
de explantes, que possam reduzir a propagacao cruzada de contaminagdes dentro dos frascos

e garantir maior uniformidade no desempenho morfogénico.

4.2.2 Descontaminac¢ao: Otimizacdes do protocolo para reducio da contaminacio in

vitro

Apesar da otimizacdo criteriosa dos explantes das regides basal e medial do
tolete cilindrico apical, observou-se uma persistente taxa de contaminacdo elevada,
indicando que a selecdo do material vegetal, por si s6, ndo € suficiente para promover uma
redugdo efetiva dessa adversidade. A recorréncia de contaminagdes mesmo apods
procedimentos de limpeza rigorosos apontou para a presenca de microrganismos endofiticos,
habitantes internos dos tecidos vegetais, que permanecem latentes até o cultivo in vitro. Ao
contrario dos contaminantes epifiticos, elimindveis por lavagens convencionais, 0s
endofiticos exigem estratégias mais eficazes, dada sua localizacdo em feixes vasculares e
tecidos internos (Hallmann et al., 1997).

Com o intuito de estabelecer o protocolo de desinfestagdo mais eficiente para a
cultivar RB034045, foram testados quatro tratamentos distintos envolvendo hipoclorito de
sodio a diferentes concentracdes (1,25% e 2,5%) e estratégias complementares, como a
redu¢do do niimero de tolete apical por frasco e a realizacdo de uma segunda etapa de

desinfec¢do (Material e Métodos - item 3.2.2). O objetivo foi verificar o impacto dessas
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variagdes sobre os principais parametros morfogénicos: contaminacgdo, calogénese,
embriogénese somatica e rendimento final de calos embriogénicos por disco foliar e, com
base nisso, definir o protocolo mais eficaz para aplicacdo em processos regenerativos e

transformagodes genéticas.

4.2.2.1 Uso de Hipoclorito de Sodio a 2,5%

A substitui¢ao do hipoclorito de sodio diluido por hipoclorito de s6dio comercial
(2,0-2,5% de cloro ativo) resultou em taxa de contaminacao de 60,2% (301 de 500 discos).
Dos 199 discos assépticos, 188 formaram calos, e 90 apresentaram calos embriogé€nicos. Ao
todo foram obtidas 540 unidades embriogénicas, o que representa uma média de 1,08

unidades embriogénicas por disco foliar cultivado.

4.2.2.2 Protocolo de Dupla Desinfec¢io

A estratégia de dupla desinfeccdo (tolete cilindrico apical + discos foliares)
apresentou taxa de contaminagdo semelhante a anterior (65%), mas com queda expressiva
na embriogénese. Dos 200 discos cultivados, 59 formaram calos (calogénese de 84,3%), mas
apenas cinco geraram calos embriogénicos, desses foram individualizadas 23 unidades
embriogénicas (média de 0,115 por disco). A intensa oxidagdo e escurecimento observados
indicam que a exposi¢do prolongada ao hipoclorito comprometeu a viabilidade dos tecidos
(Figura 9).

A desinfeccao simultanea de multiplos discos em um tunico frasco pode ter
favorecido a transferéncia cruzada de contaminantes. Apesar da leve reducdo na
contaminagdo, a estratégia demonstrou baixo rendimento embriogénico e efeitos deletérios

sobre a morfogénese, sendo considerada inadequada.
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Figura 9. Estratégias de descontaminacdo e desafios associados a contaminag@o endofitica
em cultivos in vitro de cana-de-aciicar RB034045. (A) Aplicacdo da técnica de
dupla desinfec¢do nos discos foliares, utilizando peneira autoclavada para
imersdo sequencial em etanol e hipoclorito. (B—C) Diferen¢a entre protocolos
com alta (15 unidades) e baixa densidade (3 unidades) de toletes apicais por
frasco durante a etapa de desinfec¢do: imersdo em etanol 70% por 1 minuto,
seguida de hipoclorito de sddio a 2,5% por 20 minutos. (D) Discos foliares com
intensa oxidacdo e auséncia de calos ao final de 30 dias, frequentemente
observados apos dupla desinfeccdo. (E-F) Colonizacdo bacteriana em discos
foliares durante a calogénese, principal barreira ao estabelecimento in vitro. A
imagem (E) destaca o surgimento da contaminagao a partir do explante, com
difusdo para o meio de cultura, sugerindo origem endofitica. A coloracdo rosa-
leitosa ¢ um possivel indicativo da presenca de bactérias. (G) Contaminagao
recorrente de coloracdo esbranquicada, comumente observadas na fase inicial de
cultivo.

61



4.2.2.3 Redugao do Numero de Explantes por Frasco

A modificacao mais eficaz foi a reducao do nimero de explantes por frasco de
10—15 para, no maximo, trés unidades. A taxa de contaminagao caiu para aproximadamente
20,4% (53 de 260 discos), sem comprometer a morfogénese. A maior eficicia do
desinfetante se deve a melhor penetragdo e cobertura com menos biomassa, & menor
probabilidade de incluir explantes altamente contaminados e a reducao da contaminacao
cruzada.

Apesar de aumentar o nimero de frascos utilizados, essa abordagem se mostrou
vantajosa por reduzir perdas e manter a eficiéncia do protocolo. Esta realidade permitiu
alcangar o melhor rendimento médio de unidades de calos embriogénicos por disco cultivado
(1,87) deste trabalho, uma vez que esse ensaio utilizou os explantes ja otimizados, apenas
regides basal e medial, junto ao protocolo de maior sucesso.

As varidveis qualitativas (contaminagdo, calogénese e embriogénese) foram
analisadas por regressao logistica binaria, utilizando como métrica a razao de chances (odds
ratio) entre os tratamentos.

Inicialmente, os resultados revelaram diferencas estatisticamente significativas
entre os tratamentos quanto a taxa de contaminacao (p < 0,05). O protocolo composto por
hipoclorito de sodio a 2,5% associado a redugdo do numero de tolete apical por frasco

apresentou o melhor desempenho (Tabela 6), com apenas 20,4% de discos contaminados.

Tabela 6. Comparacao entre protocolos de desinfestagdo (regressao logistica) para a variavel
contaminacao.
Ajustes no Protocolo OR! 95% IC? p-valor

(hipoclorito 2,5 + 2* desinfec.) / (hipoclorito 2,5 + redugdo tolete apical) 7,25***  4,19-12,60  <0,001

hipoclorito 2,5 / (hipoclorito 2,5 + reducio tolete apical) 5,91%%*  373-936 <0,001
hipoclorito 2,5 / (hipoclorito 2,5 + 2* desinfec¢ao) 0,81 0,52-1,27 0,600
hipoclorito 1,25 / (hipoclorito 2,5 + redugao tolete apical) 11,0%**  7,03-17,20  <0,001
hipoclorito 1,25 / (hipoclorito 2,5 + 2* desinfecg¢ao) 1,52 0,98-2,35 0,066
hipoclorito 1,25 / hipoclorito 2,5 1,86%** 1,36-2,56 <0,001

1 4p<0.05; #*p<0.01; ***p<0.001

2. Inferior — Superior.
Abreviagdes: IC = Intervalo de Confianga, OR = Odds Ratio (Razdo de chances).
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Em comparagdo a esse protocolo, o tratamento com hipoclorito a 2,5% seguido
de uma segunda desinfec¢ao apresentou uma chance de contaminagdo 2,49 vezes maior (p
=0,037). O protocolo com hipoclorito a 1,25% resultou em uma probabilidade 3,39 vezes
maior de contaminacdo (p = 0,010), enquanto o protocolo com hipoclorito a 2,5%
convencional elevou essa chance para 3,86 vezes (p = 0,007). Esses achados refor¢am a
eficacia da estratégia de redu¢do do ntimero de toletes apicais por frasco, possivelmente por
diminuir a carga microbiana inicial e favorecer uma ag¢do mais eficiente do agente
desinfetante.

As taxas de calogénese foram elevadas em todos os protocolos, refletindo a boa
competéncia morfogénica da cultivar RB034045. No entanto, foi observada uma diferenca
estatistica marginal entre os tratamentos com hipoclorito a 2,5% + redugdo de tolete apical
e hipoclorito a 2,5% + segunda desinfec¢do, com superioridade do primeiro (p = 0,046). As
demais comparagdes entre os tratamentos nao apresentaram diferengas significativas (p >
0,05), o que indica que a calogénese, embora eclevada, ndo foi significativamente
influenciada pelas variacdes testadas na desinfesta¢do, exceto por essa leve vantagem do

protocolo com reducao de tolete apical (Tabela 7).

Tabela 7. Comparagao entre protocolos de desinfestagcdo (regressao logistica) para a variavel
calogénese.

Ajustes no Protocolo OR! 95% IC? p-valor
(hipoclorito 2,5+2? desinfecgdo) / (hipoclorito 2,5+reducéo tolete apical) 0,22*¥* 0,06 - 0,75 0,009
hipoclorito 2,5 / (hipoclorito 2,5 + redugdo tolete apical) 0,69 0,20 - 2,33 0,900
hipoclorito 2,5 / (hipoclorito 2,5 + 2* desinfecgéo) 3,19 1,00 - 10,2 0,050
hipoclorito 1,25 / (hipoclorito 2,5 + redugao tolete apical) 0,38 0,12-1,16 0,120
hipoclorito 1,25 / (hipoclorito 2,5 + 2* desinfec¢ao) 1,77 0,62 - 5,03 0,500
hipoclorito 1,25 / hipoclorito 2,5 0,55 0,20 - 1,52 0,400

1 4p<0.05; #*p<0.01; ***p<0.001

2. Inferior — Superior.
Abreviagdes: IC = Intervalo de Confianga, OR = Odds Ratio (Razdo de chances).

Em relagdo a embriogénese somatica, houve variagdes mais expressivas entre 0s
protocolos. O tratamento com hipoclorito a 1,25% apresentou a maior taxa de formacao de
calos embriogénicos, sendo estatisticamente superior ao protocolo com hipoclorito a 2,5%
+ segunda desinfeccdo, cuja chance de formar calos embriogénicos foi 3,22 vezes menor (p

=0,012). Os demais protocolos, como o hipoclorito a 2,5% convencional e o hipoclorito a
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2,5% + reducdo do tolete apical, apresentaram desempenhos intermediarios, sem diferencas

significativas entre si (Tabela 8).

Tabela 8. Comparacao entre protocolos de desinfestacdo (regressao logistica) para a variavel

embriogénese.
Ajustes no Protocolo OR! 95%, CI? p-valor
(hipoclorito 2,5 + 2* desinfec¢@o) / (hipoclorito 2,5 + redugéo tolete apical) 0,14 0,04 — 0,48 <0,001
hipoclorito 2,5 / (hipoclorito 2,5 + redugao tolete apical) 1,37 0,81 -2,32 0,400
hipoclorito 2,5 / (hipoclorito 2,5 + 2* desinfecgdo) 9,92 %% 2,82 -34,90 <0,001
hipoclorito 1,25 / (hipoclorito 2,5 + redugéo tolete apical) 2,90%** 1,68 — 5,03 <0,001
hipoclorito 1,25 / (hipoclorito 2,5 + 2* desinfecg@o) 21, 1%*% 5,94 — 74,80 <0,001
hipoclorito 1,25 / hipoclorito 2,5 2,12%* 1,22 -3,69 0,003

1. #5<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

2. Inferior — Superior.
Abreviagdes: IC = Intervalo de Confianga, OR = Odds Ratio (Razao de chances).

Esses resultados sugerem que concentragdes mais brandas de hipoclorito, como
1,25%, podem preservar melhor a viabilidade dos tecidos para a reprogramacgdo
embriogénica. No entanto, esse efeito benéfico parece ocorrer a custa de uma maior
suscetibilidade a contaminagao, o que deve ser ponderado na escolha do protocolo.

Para a variavel quantitativa continua, rendimento, foi aplicada uma analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparacdo entre médias.

Reforga-se que esse parametro constitui o principal indicador comparativo entre
os protocolos, uma vez que sintetiza os efeitos das variaveis anteriores e expressa de forma
direta a eficiéncia pratica do sistema. A analise de variancia revelou diferenca

estatisticamente significativa entre os tratamentos (p < 0,01) (Tabela 9).

Tabela 9. Estatisticas descritivas e analise de variancia para o rendimento por protocolo de

desinfecc¢ao.
Protocolo de Desinfecgao Média IC 95%* Grupo
(Tukey)
Hipoclorito 2,5% + reducao de tolete apical 1,87 1,44 - 2,30 a
Hipoclorito 2,5% 1,08 0,79 - 1,37 b
Hipoclorito 1,25% 1,02 0,81 -1,23 b
Hipoclorito 2,5% + 2* desinfeccdo 0,12 -0,02 - 0,25 c

1 . .
: Inferior — Superior.

Abreviagoes: IC = Intervalo de Confianga.
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O protocolo com hipoclorito a 2,5% + reducdo do niimero de tolete apical por
frasco apresentou o maior rendimento, com média de 1,87 unidades de calos embriogénicos
por disco. O teste de Tukey confirmou que este rendimento foi significativamente superior
aos demais (p < 0,05), consolidando-o como o protocolo mais eficiente entre os avaliados

(Figura 10).
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Figura 10. Rendimento médio de calos embriogénicos por disco foliar em fun¢do de quatro
protocolos de desinfeccao aplicados a toletes apicais de cana-de-agucar. Foram
avaliados: hipoclorito 1,25%; hipoclorito 2,5%; hipoclorito 2,5% com segunda
desinfeccdo; e hipoclorito 2,5% associado a redu¢do do nimero de toletes por
frasco. A analise de variancia indicou diferenga significativa entre os tratamentos
(» <0,01), e o teste de Tukey demonstrou que o protocolo com hipoclorito 2,5%
e reducao de tolete apical obteve rendimento significativamente superior (1,87
unidades por disco; p < 0,05). Este resultado evidencia a superioridade do
protocolo ao otimizar o rendimento embriogénico, parametro que integra os
efeitos sobre contaminagdo, calogénese e embriogénese, consolidando sua
eficiéncia pratica para aplicacdes em cultura de tecidos in vitro.

Além disso, o intervalo de confianca de 95% (1,44 a 2,30) refor¢a a
previsibilidade desse rendimento, permitindo seu uso como referéncia em experimentos
futuros. Utilizar o limite inferior como parametro conservador garante seguranga no

planejamento da quantidade de discos necessaria para obtencao de calos embriogénicos em
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escalas maiores, reduzindo riscos de subproducdo. O alto rendimento também esta
diretamente associado a menor taxa de contaminacao observada nesse tratamento, indicando
que o controle sanitario eficaz impacta positivamente todas as etapas subsequentes do
cultivo.

A associagdo entre o hipoclorito de so6dio a 2,5% e a reducdo no numero de
explantes por frasco revelou-se a estratégia mais eficaz para o controle da contaminagao
endofitica, assegurando, simultaneamente, a viabilidade e o potencial morfogénico dos
explantes. Dessa forma, a descontaminagdo deve ser concebida como um componente de um
sistema integrado, que envolve a escolha criteriosa do material vegetal, a selecdo do agente
quimico e sua concentracdo, o método de aplicacdo, bem como as condicdes fisico-
ambientais do cultivo.

Como desdobramento futuro, recomenda-se a realizacdo de novos ensaios
voltados a identificacdo dos principais microrganismos endofiticos associados ao material
vegetal, com vistas ao delineamento de estratégias de controle mais especificas e eficazes.
Com base nesses dados, serd possivel testar diferentes antibidticos e concentragdes
adequadas para o manejo das contaminagdes endofiticas recorrentes. Ademais, sugere-se
investigar o uso da canamicina em diferentes concentragdes, ndo apenas para selegdo em
protocolos de transformagdo genética, mas também como agente no controle microbiano

durante a fase de regeneracao.

4.3 REGENERACAO DE PLANTAS

A avaliacdo da regeneracao dos calos embriogénicos foi satisfatoria, ainda que
nem todas as unidades tenham originado plantulas completas no periodo estipulado. Esse
comportamento pode indicar que parte dos calos iniciou, mas ndo completou, a formagao
das estruturas vegetativas necessarias.

Plantulas com parte aérea e raizes bem definidas foram observadas nas fases
iniciais da regeneragdo, indicando um desenvolvimento bipolar, caracteristico da
embriogénese somatica. Tais estruturas emergiram predominantemente de calos nodulares e
esbranquicados, evidenciando a competéncia embriogénica desses tecidos. Resultados
semelhantes foram descritos por Ho & Vasil (1983), Naz et al., (2017) e Simdes et al., (2010)
que relataram a formacdo de brotagdes a partir de calos com morfologia semelhante, nos

primeiros dias do processo regenerativo. No entanto, foram detectadas variagdes no perfil
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morfologico das plantulas mesmo dentro de um mesmo frasco, sugerindo resposta
regenerativa heterogénea, apesar de caracteristicas embriogénicas semelhantes.

Durante o processo de regeneracao, foram considerados como calos
embriogénicos competentes aqueles que apresentaram capacidade de originar novas plantas.
Esses calos, em geral, possuiam coloragdo branco-amarelada, textura fridvel e estrutura mais
firme ao toque, indicando boa organizagdo celular (Figura 11). Em alguns casos, também
foram observadas areas com tonalidade avermelhada nos estagios iniciais da regeneragao, o
que pode estar relacionado a alteracdes fisiologicas caracteristicas dessa fase.

Por outro lado, os calos classificados como n3o competentes, ou ndo
embriogénicos, apresentavam coloracdo tendendo ao marrom-escuro ou branco-
acastanhado, além de uma consisténcia mucilaginosa e pastosa. Essas estruturas se
desintegravam facilmente ao toque, sugerindo auséncia de caracteristicas associadas a
embriogénese somadtica. Essas caracteristicas s3o compativeis com = estruturas
desorganizadas e de baixa coesdo celular, frequentemente descritas na literatura como nao

embriogénicas, conforme relatado por Cidade et al. (2006), Arencibia et al. (1998) e Lima

et al. (2001).

67



Figura 11. Representacdes visuais das etapas da embriogénese somatica indireta em calos
foliares da variedade RB034045 de cana-de-actcar. (A) Calos no 60° dia de
cultivo: duas imagens da mesma amostra, com contraste e iluminagao ajustados
para destacar a diferenciacdo morfologica entre calos embriogé€nicos (setas
vermelhas), compactos, nodulares e de coloracdo branco-amarelada e calos ndo
embriogénicos mucilaginosos (setas pretas), de coloracdo esbranquicada e
consisténcia desorganizada. Regides escurecidas por oxidagdo estdo indicadas
por asteriscos (*). (B) Plantula regenerada em meio liquido, apresentando parte
aérea e sistema radicular definidos. (C) Plantula no 5° dia de regeneracdo, em
inicio de alongamento foliar. (D) Massa calosa oxidada e explante foliar sem
resposta morfogenética no 30° dia de cultivo. (E) Plantula no 40° dia de
regeneragdo, com estruturas vegetativas bem desenvolvidas. (F) Calo
embriogénico no 10° dia de regeneracdo, com os primeiros sinais de brotacao
(seta vermelha).
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A distingdo visual e tatil entre os calos competentes e ndo competentes mostrou-
se, portanto, uma ferramenta pratica e eficiente para a triagem inicial de tecidos com
potencial embriogénico em protocolos de regeneragado in vitro.

Foram observadas plantulas aclorofiladas (com folhas brancas ou amareladas),
possivelmente decorrentes de variagdes somaclonais associadas a estresses in vitro. Tais
alteracdes podem estar ligadas a mutagcdes em genes relacionados a biossintese de clorofila
(Migneault et al., 2019; Taiz & Zeiger, 2004). O uso do 2,4-D, embora eficaz para inducao
calogénica, ¢ apontado como promotor de instabilidade genética (Pavlica et al., 1991;
Krishna et al., 2016), o que reforca a importancia da selegao criteriosa de calos e plantulas a
cada repicagem, a fim de evitar a perpetuagdo de variantes indesejadas.

A maioria dos calos embriogénicos apresentou baixa taxa de oxidag¢dao durante
os 60 dias de cultivo. Casos pontuais de oxidagao superficial ocorreram, sobretudo, em calos
que ndo originaram plantulas. Esse padrao sugere que calos regenerativos sao menos
propensos a oxidagdo, o que pode ser explorado como critério morfoldgico adicional para
selecao.

A indug¢ao e multiplicacdo dos calos ocorreu em ambiente escuro, condigdao que
favorece a embriogénese somadtica, especialmente na presenca de 2,4-D a 3 mg-L~! (Mudry
et al., 2013). Maluta et al. (2015) demonstraram que diferentes fontes de luz influenciam a
regeneragdo in vitro da cana-de-aglcar, afetando brotagdes, massa seca e contetido de
pigmentos. Ha relatos de indugdo organogénica sob luz (Garcia et al.; 2007), porém a
auséncia de iluminacdo neste estudo favoreceu claramente a via embriogénica. Fatores
endogenos, como a quantidade e afinidade de receptores hormonais, também influenciam a
resposta celular a auxina (Calderon Vllalobos et al., 2012; Ma et al., 2018), o que justifica a
variabilidade observada entre calos cultivados sob as mesmas condigoes.

Dessa forma, a variedade RB034045 demonstrou aptiddo a indugdo e
regeneragdo via embriogénese somatica indireta, confirmando sua viabilidade como
material-alvo para protocolos de transformacao genética. Estes resultados preliminares
sustentam a continuidade dos experimentos, com foco na superacdo dos gargalos

identificados no protocolo base.

4.3.1 Meio de cultura para regeneracio plantas: efeito da suplementacio na eficiéncia

regenerativa
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No protocolo convencional de regeneracdo, isento de reguladores de
crescimento, resultou em uma taxa de regeneracao de 53%. Embora promissora, essa taxa
foi considerada moderada, situando-se dentro da variagdo relatada na literatura para
cultivares de cana-de-agtcar, como demostrou Lima et al., (2001), porém sem atingir os
valores mais expressivos descritos em alguns estudos como os de Gallo-Meagher e Irvine
(1996) e Raza et al., (2012), que obtiveram taxas acimas de 70% em linhagens submetidas a
diferentes estimulos hormonais.

Com o objetivo de melhorar esses indices, testou-se a suplementag¢ao do meio de
regeneragdo com trés aditivos: 6-benzilaminopurina (BAP — 1 mg-L™), agua de coco
comercial (50 mL-L™") e caseina hidrolisada (0,5 g-L™"). Um grupo controle, com a

formulagao original, foi mantido (Figura 12).
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Figura 12. Efeito de diferentes suplementos no meio de regeneragdo sobre a taxa de
regeneracdo de plantulas a partir de calos embriogénicos da variedade
RB034045 de cana-de-acucar. Foram testadas trés formulagdes suplementadas
com 1 mg-L™' de BAP, 50 mL-L! de dgua de coco ou 0,5 g-L™' de caseina
hidrolisada, além do meio controle (sem suplemento).

Os resultados indicaram variagdes significativas nas taxas de regeneracdo: o

meio controle apresentou 54%; a adi¢do de BAP elevou a taxa para 75,8%; a dgua de coco
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resultou na taxa mais alta, com 77,7%; e a caseina hidrolisada atingiu 55%, sem ganho
expressivo na taxa regenerativa.

O BAP demonstrou estimulo claro a Morfogénese, com formagao de multiplos
brotos por calo e desenvolvimento vigoroso da parte aérea. Segundo Alcantara et al. (2014),
a cultivar RB855156 apresentou maiores taxas de regeneragdo via embriogénese somatica
quando submetida a 8,9 ¢ 17,8 uM de BAP, demonstrando maior sensibilidade a esse
regulador de crescimento.

A agua de coco, reconhecida por sua riqueza em citocininas naturais, agucares,
aminoacidos e acidos organicos (George et al., 2008), promoveu uma regeneracao vigorosa,
evidenciada pela coloragdo verde intensa e pelo desenvolvimento consistente de perfilhos.
Essa composicao nutricional e hormonal confere a agua de coco um papel importante como
suplemento em meios de cultura in vitro. Conforme destacado por Yong et al. (2009), seus
constituintes, incluindo vitaminas, minerais ¢ fitormonios, favorecem significativamente o
crescimento, a regeneracao ¢ o desenvolvimento das plantas. Assim, a incorporacao da agua
de coco no meio de cultura configura-se como uma alternativa natural eficiente para
otimizacdo de protocolos in vitro, sendo especialmente relevante para espécies
economicamente importantes, como a cana-de-agucar.

J4 a caseina, apesar de ndo aumentar significativamente a taxa de regeneracao,
favoreceu a formagao de plantulas aparentemente maiores, quando comparada ao controle,
e bem enraizadas, sugerindo atua¢do benéfica no metabolismo e na protegdo contra estresses

oxidativos (Figura 13).
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Figura 13. Dindmica da regeneragdo de calos embriogénicos de cana-de-agticar (RB034045)
cultivados em diferentes meios: controle (convencional) e meios suplementados
com BAP (6-benzilaminopurina), caseina hidrolisada ou agua de coco. As
imagens ilustram o desenvolvimento morfogénico ao longo de 40 dias, com
registros nos dias 5, 10, 20 (ap6s repique) e 40 de cultivo. Observa-se a formacao
inicial de massas calosas e a progressiva emissao de brotos e plantulas, com
variagdes visuais entre os tratamentos em termos de intensidade, velocidade e
qualidade da regeneracao.

Para avaliar o efeito da adi¢do de diferentes substancias ao meio de regeneragao
sobre a taxa de regenerativa de calos embriogénicos de cana-de-agucar, foi conduzida uma
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Duncan, adotando-se um nivel de

significancia de 5%. A variavel resposta considerada foi a taxa de regeneracdo, expressa
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como a porcentagem de calos embriogénicos capazes de originar plantulas em cada condigdo
testada.

A ANOVA revelou efeito estatisticamente significativo do fator “meio de
regeneragdo’ sobre a taxa de regeneracdo (p = 0,02949), indicando que ao menos um dos
tratamentos diferiu dos demais quanto a eficiéncia de regeneragdo dos calos. Diante dessa

significancia, foi aplicado o teste Duncan para comparar as médias (Figura 14).
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Figura 14. Efeito de diferentes tratamentos no meio de regeneragdo sobre a taxa de
regeneragdo de calos embriogénicos de cana-de-agtcar (% de calos regenerados
em relacdo aos calos embriogénicos). As letras acima das colunas indicam
agrupamentos estatisticamente distintos segundo o teste Duncan. Observa-se
que os tratamentos com dgua de coco e BAP apresentaram as maiores taxas de
regeneragao, diferindo estatisticamente dos demais.

As médias de taxa de regeneragdo obtidas foram as seguintes: dgua de coco
(77,78%), BAP (75,83%), caseina hidrolisada (55,00%) e meio convencional (54,00%). Os
tratamentos com agua de coco e BAP foram agrupados no mesmo grupo estatistico (grupo
“a”), sendo superiores em relacdo a caseina hidrolisada e ao meio convencional, ambos
alocados no grupo “b”, sugerindo desempenho inferior.

Observa-se que o uso de agua de coco e BAP promoveu um incremento médio

de aproximadamente 22,78 e 20,83 pontos percentuais, respectivamente, em comparagao ao
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meio convencional. Tal resultado pode ser atribuido ao potencial bioestimulante da agua de
coco, rica em citocininas naturais, além de aminoécidos, agtcares e vitaminas que favorecem
a divisdo celular e a organogénese. O BAP, por sua vez, ¢ uma citocinina sintética
comumente utilizada na regeneracao de tecidos vegetais, promovendo a quebra da
dominancia apical e a indugdo de brotagdes em diversos sistemas de cultura in vitro.

Apesar de os dados indicarem uma tendéncia positiva do uso dessas substancias
no aumento da taxa de regeneragao, o coeficiente de variacdo (CV) observado foi de 28,93%,
o que evidencia uma variabilidade moderada entre as repetigdes. Isso refor¢a a necessidade
de experimentos adicionais com maior controle das varidveis e nimero amostral ampliado
para confirmagdo dos efeitos observados.

Em sintese, os resultados obtidos indicam que a suplementagdo do meio de
regeneragdo com agua de coco ou BAP constitui uma estratégia promissora para aprimorar
a eficiéncia da regeneragao de calos embriogénicos em protocolos de transformagao genética
via biobalistica. Tais aditivos demonstraram potencial para estimular a regeneragdo de calos
embriogénicos em plantas, refletindo uma maior taxa regenerativa e melhor qualidade
morfoldgica dos regenerantes. Assim, recomenda-se a inclusdo dessas suplementacdes no
meio de regeneracdo como forma de aumentar a eficiéncia global do sistema e viabilizar a

obtenc¢do de plantas geneticamente modificadas de forma mais consistente.

4.3.2 Concentracio inibitoria minima de canamicina na regeneracio

Para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de canamicina no
sistema de regeneracdo da cultivar RB034045, foram realizados testes com diferentes
dosagens do antibiotico no meio de cultivo (Figura 15). Essa andlise ¢ fundamental para
definir a menor concentragao capaz de bloquear a regeneracao de tecidos ndo transformados,

contribuindo para a eficiéncia de futuros protocolos de selecdo em transformagdo genética.
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Figura 15. Curva de regeneracao de calos embriogénicos de cana-de-actcar cultivados em
meios contendo diferentes concentragdes de canamicina. O grafico exibe o
efeito inibitorio progressivo do antibidtico sobre a taxa de regeneragdo,
permitindo identificar a faixa adequada para selegao de tecidos transformados.

A regeneragdo foi progressivamente inibida com o aumento da concentragdo do
antibidtico. Nas faixas de 0 a 50 mg-L™!, as taxas de regeneracao variaram entre 50% e 60%.
Com 75 mg-L™', a regeneracdo caiu drasticamente para 6%, e a 100 mg-L™' ndo houve
regeneracdo viavel. Embora algumas estruturas tenham surgido nas concentragdes mais
altas, a maioria apresentava fenotipo aclorofilado (albino ou amarelado), o que indica
toxicidade e falha no desenvolvimento funcional. Tais regenerantes foram desconsiderados,
pois ndo apresentaram caracteristicas compativeis com plantulas normais.

A presenca de estruturas aclorofiladas, especialmente nas maiores
concentragoes, sugere um efeito deletério da canamicina sobre o sistema fotossintético. Esse
tipo de resposta ¢ comum sob pressdo seletiva elevada, afetando células parcialmente
transformadas ou escapes (Lima et al. 2001).

Além da auséncia de regeneragdo, os calos tratados com concentragdes mais
altas de canamicina frequentemente necrosaram, com coloracgao escura e areas avermelhadas

ou pretas, refor¢ando a toxicidade do antibiotico. Esse efeito estd associado a respostas
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oxidativas e perda de viabilidade celular (George et al., 2008). Apo6s 60 dias de cultivo,
notou-se que plantulas oriundas das concentragcdes mais baixas apresentavam parte aérea e
raiz bem definidas, enquanto aquelas expostas a 50 e 75 mg-L™! encontravam-se em estagio

vegetativo inicial ou apresentavam apenas brotos (Figura 16).

Figura 16. Diferentes estdgios de desenvolvimento de calos embriogénicos de cana-de-
acucar (RB034045) ao final de 60 dias de regeneracdo em meios com
concentragdes crescentes de canamicina. (A) Plantulas com parte aérea e raiz
bem desenvolvidas; (B) Brotos com desenvolvimento parcial; (C) Primoérdios
vegetativos iniciais. A figura ilustra o impacto do antibiotico na morfogénese,
com maior desenvolvimento observado nas concentracdes mais baixas e
redugdo progressiva do vigor nas concentragdes mais elevadas.

Considerando a necessidade de eliminar completamente calos ndo
transformados, a concentracdo de 100 mg-L™' de canamicina foi a mais eficaz, inibindo a
regeneracdo. Esse resultado estd em consondncia com estudos anteriores, como os de
Arencibia et al. (1998), Lakshmanan et al. (2005), Gallo-Meagher e Irvine (1996) e Lima et

al., (2001) que utilizaram concentragdes proximas como dose seletiva padrao com sucesso.
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4.4 DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS EM MEIO LIQUIDO

ApoOs a indugdo e regeneracdo dos calos embriogénicos, foi observada a
formagdo de estruturas semelhantes a plantulas em diversos frascos de cultivo. Essas
estruturas foram oriundas diretamente da massa calosa previamente induzida em meio de
regeneracdo, evidenciando o sucesso da embriogénese somatica como estratégia para
obteng¢do de plantas completas in vitro.

As plantulas regeneradas foram, entdo, transferidas para tubos de ensaio
contendo um meio de cultura especifico, formulado para favorecer o crescimento e o
desenvolvimento das partes aéreas e radiculares. Durante o periodo de cultivo nesta nova
etapa, foi possivel observar um crescimento progressivo das estruturas vegetativas, com
alongamento do caule, emissdo de folhas e formacao de raizes, caracteristicas indicativas da
viabilidade fisiologica e do potencial regenerativo dos calos utilizados.

O indice de perdas por contaminagdo durante essa fase foi considerado baixo, o
que denota a eficicia no manejo adequado em condigdes assépticas durante os
procedimentos de subcultivo. Além disso, observou-se apenas uma discreta oxidagdo em
regides terminais de algumas plantulas, fendmeno que ndo comprometeu o desenvolvimento
global das mesmas e que pode estar relacionado a respostas fisioldgicas normais ao estresse
inicial de adaptag@o ao novo meio de cultivo.

Um fator critico identificado nesta etapa foi a altura inicial das plantulas no
momento da transferéncia para os meios de cultura em tubos de ensaio. Apenas aquelas que
apresentavam porte minimo suficiente para manter parte de sua estrutura aérea fora da
imersdo total no meio liquido demonstraram crescimento satisfatorio. Por outro lado, as
plantulas de menor tamanho, que permaneceram completamente submersas, apresentaram
desenvolvimento comprometido, muitas vezes cessando o crescimento ou apresentando
sintomas de deterioragao.

Esse comportamento pode ser explicado pela limitagdo na troca gasosa quando
as plantas permanecem submersas, além da dificuldade na manutengdo da integridade
estrutural dos tecidos jovens. Tais observagdes reforcam a necessidade de se adotar um
critério rigoroso quanto ao estagio de desenvolvimento das plantulas selecionadas para esta
fase, priorizando-se aquelas com tamanho adequado e estrutura definida.

Portanto, os resultados obtidos nesta etapa evidenciam nio apenas o sucesso da

regeneragdo via embriogénese somadtica, mas também a importancia do manejo criterioso
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durante a transi¢ao para os estagios finais de desenvolvimento in vitro, especialmente no que
se refere ao tamanho e a posicao das plantulas em relagdo ao meio de cultivo. Esse controle
¢ ainda mais relevante quando se considera a aplicacdo futura no protocolo de plantas
transformadas, nas quais possiveis perdas durante o desenvolvimento podem comprometer

significativamente a recuperagao de eventos positivos.

4.5 BIOBALISTICA: RESULTADOS GERAIS

O sucesso da transformagao genética em cana-de-agucar depende diretamente da
adogdo de um protocolo eficiente e bem estabelecido de cultura de tecidos, especialmente
no que diz respeito a inducdo e manutencdo de calos embriogénicos com alto potencial
regenerativo. A embriogénese somdtica representa uma ferramenta fundamental nesse
contexto, pois permite a obten¢do de estruturas celulares competentes a regeneragdo e a
incorporagdo estavel de material genético exdgeno. O dominio das etapas desse processo,
desde a coleta do material vegetal até o desenvolvimento de plantas, ¢ essencial para garantir
a eficiéncia e a reprodutibilidade dos experimentos.

A compreensdo detalhada das principais etapas envolvidas na transformacgao
genética da cana-de-agtcar ¢ crucial para o sucesso do processo. O fluxograma apresentado
(Figura 17) ilustra esse percurso, destacando os pontos criticos nos quais a introdu¢do do
DNA exogeno (biobalistica) e as andlises subsequentes de expressdo génica devem ser
cuidadosamente executadas. A identificagdo desses momentos-chave ¢ fundamental para

otimizar a eficiéncia da transformacao e assegurar resultados consistentes.
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Figura 17. Fluxograma representando as principais etapas do protocolo de transformagao

genética e regeneracao de cana-de-agucar (cultivar RB034045) mediado por
embriogénese somatica indireta. O processo inicia-se com: (1) Coleta dos
toletes apicais e cultivo em meio de inducgdo; (2) Indugdo de calos
embriogénicos a partir de discos foliares (calogénese); (3) Regeneracdo de
plantulas a partir dos calos; e (4) Desenvolvimento das plantas sob selegdao. A
transformagao genética via biobalistica (seta azul) ocorre no final da calogénese,
quando os calos embriogénicos atingem o estagio ideal de competéncia celular
(aproximadamente 60 dias apods o inicio do cultivo in vitro). A andlise de
expressao génica (seta verde) ¢ realizada nas plantas regeneradas, ao final do
processo, geralmente apos 120 dias. A embriogénese somatica atua como etapa-
chave, conferindo ao sistema a capacidade de regeneragao eficiente e estavel
das plantas transformadas.
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Os resultados da biobalistica obtidos nos ensaios de viabilidade e nos testes
controle contribuiram de forma significativa para validar as condi¢gdes do protocolo de
transformagao genética empregado. No teste de viabilidade, os calos embriogénicos nao
transformados cultivados em meio regenerativo sem adi¢do de canamicina apresentaram
desenvolvimento satisfatério, com formacao de plantulas bem definidas, evidenciando o
potencial regenerativo do material vegetal utilizado. Esse resultado confirma que, na
auséncia de pressao seletiva, os calos selecionados mantém sua capacidade de regeneracao,
sendo adequados para as etapas posteriores do protocolo.

O controle positivo, composto por calos embriogénicos submetidos ao
bombardeamento com microparticulas de tungsténio isentas de DNA e cultivados em meio
sem o agente seletivo (canamicina), também foi capaz de originar plantulas regeneradas.
Embora o desenvolvimento dessas plantulas tenha sido aparentemente inferior aquelas
obtidas no teste de viabilidade (sem exposi¢do ao processo de biobalistica), o crescimento
observado demonstra que o impacto fisico do bombardeamento, por si so, dificulta a
regeneragdo do tecido vegetal.

Esses resultados reforgam a importancia desse tipo de controle para diferenciar
os efeitos fisiologicos do estresse mecanico gerado pelo procedimento daqueles decorrentes
da introdugdo e expressdao do DNA exogeno. Em termos metodolédgicos, o controle positivo
atua como uma referéncia essencial para validar a eficiéncia do protocolo de transformagao
e interpretar com precisdo as possiveis causas de variagdes na regeneracdo ou no fendtipo
observado.

No controle negativo, os calos também bombardeados com particulas sem DNA
foram, agora, cultivados em meio contendo canamicina. Neste grupo, ndo foi observada
regenera¢do, demonstrando a eficacia do antibidtico na inibi¢do do crescimento de tecidos
ndo transformados. A auséncia de plantulas confirma que a canamicina atua de forma
seletiva, eliminando células que ndo incorporaram o gene de resisténcia, o que valida sua
aplicacdo como agente seletivo no protocolo de transformagao.

Esses resultados, em conjunto, atestam a funcionalidade das etapas do protocolo
adotado, tanto na manutencdo da viabilidade dos calos selecionados e utilizados quanto na
eficacia do processo de selecdo, fornecendo uma base sdlida para os experimentos de

transformagdo genética conduzidos nas etapas subsequentes.
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Foram conduzidos cinco eventos independentes de transformacao genética da
cultivar RB034045 de cana-de-agucar, utilizando a técnica de biobalistica.
Aproximadamente 1.750 unidades de calos embriogénicos foram submetidas ao
bombardeamento com microparticulas de tungsténio revestidas com DNA. Apos o periodo
de recuperagdo, os calos foram transferidos para meio de regeneracio contendo 100 mg-L™
de canamicina, com o objetivo de promover a selecdo das células transformadas.

Os dados obtidos incluem o numero total de calos bombardeados por evento e a
taxa de calos que originaram estruturas regenerativas, assim como os fenotipos observados
nas plantulas resultantes. A regeneragdo foi observada apenas nos dois ultimos eventos, na
qual as plantas regeneradas apresentaram fenotipo esbranquicado. Esses resultados sugerem

a regeneracdo de tecidos oriundos de células parcialmente transformadas (Tabela 10).

Tabela 10. Eficiéncia de regeneracdo de calos embriogénicos da cultivar RB034045 de cana-
de-agucar submetidos a transformacdo genética por biobalistica.

Evento de Calos Calos com Regeneracao Fenétipo
Transformacio Bombardeados Regeneracio (%)
1° 350 0 0,00% -
2° 350 0 0,00% -
3° 350 0 0,00% -
4° 350 2 0,57% Esbranquicado
5° 350 9 2,57% Esbranquicado
Total 1.750 11 0.63%

Sinais iniciais de regeneracdo nos calos transformados comecaram a ser
observados em até 15 dias apds a exposicdo ao agente seletivo. No entanto, ao final de 45
dias, apenas 11 plantulas foram obtidas, resultando em uma taxa de regenerag@o sob pressao
seletiva de 0,63%. As plantulas apresentaram coloragao esbranquicada, auséncia de
pigmentagao foliar e desenvolvimento comprometido, indicando um fenotipo aclorofilado e

baixo vigor vegetativo (Figura 18).
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Figura 18. Regeneracdo de calos embriogénicos de cana-de-agucar (RB034045) submetidos
a diferentes condicdes de selegdo com canamicina. Na imagem (A), observa-se o controle
negativo, composto por calos ndo bombardeados cultivados em meio contendo 100 mg-L™
de canamicina, os quais nao apresentaram formagao de brotos apds 45 dias de cultivo. A
imagem (B) corresponde ao controle positivo, representado por calos bombardeados com
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microparticulas sem DNA e cultivados em meio isento de canamicina, nos quais ¢ possivel
observar a regeneracdo de parte aérea e raizes. Por fim, a imagem (C) mostra o ensaio
principal, no qual calos foram bombardeados com cassete génico contendo cp4-epsps e nptll
e cultivados em meio com 100 mg-L™' de canamicina; todos os regenerantes exibiram
fenétipo aclorofilado. A direita, destaca-se a plantula mais desenvolvida, 35 dias apds a
transferéncia para o meio sem antibidtico.

Esse desempenho, embora reduzido, estd dentro do intervalo reportado na
literatura para a cana-de-aglcar, considerada uma espécie que possui variedades
possivelmente recalcitrante a transformacao, especialmente por biobalistica. Estudos como
os de Arencibia et al. (1998), Lakshmanan et al. (2005) e Basso et al. (2017) relatam taxas
de transformagdo entre 1% e 5%, dependendo do gendtipo e das condi¢des experimentais.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia do bombardeamento e reduzir os danos
letais causados pela alta concentragao de particulas no ponto de impacto, as unidades de calo
embriogénico (~4 mm) foram distribuidas ao longo da regido periférica das placas de Petri,
visando evitar a "zona da morte" com alta concentracdo de particulas. Esse arranjo
estratégico permitiu que os calos recebessem a quantidade ideal de particulas de DNA,
reduzindo danos fisicos excessivos e favorecendo a recuperagdo pos-bombardeamento. A
distribuicao uniforme ao longo da borda da placa foi fundamental para garantir a exposicao
eficiente dos explantes ao processo de transformagdo, preservando, ao mesmo tempo, a
viabilidade celular necessaria para a regeneragao subsequente

Entretanto, a baixa eficiéncia observada pode ser atribuida ao estresse fisico do
bombardeamento e a toxicidade da canamicina, que comprometem a viabilidade celular.
Além disso, a biobalistica pode causar fragmentagdes no DNA, inser¢oes multiplas ou
desorganizadas e rearranjos génicos, dificultando a expressao estavel do transgene (Klein et
al., 1988).

O fenotipo esbranquicado/aclorofilado das plantulas regeneradas também sugere
possiveis interferéncias metabdlicas causadas pelo processo de transformagdo. Esses efeitos
podem ser decorrentes de mutagdes, variagdes somaclonais, alteracdes epigenéticas ou
disfuncdes em organelas sensiveis ao estresse, como os cloroplastos. Também € possivel que
haja interferéncia pleiotropica da expressao do transgene ou que a integracao tenha ocorrido
de forma incompleta ou instavel.

A auséncia de regeneracdo em muitos calos foi acompanhada de necrose
progressiva, especialmente a partir do 10° dia. Em varios casos, observou-se contaminagao,

provavelmente enddgena, associada ao colapso celular e liberagdo de nutrientes (Leifert &
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Waites, 1991). A acdo da canamicina, que inibe a sintese proteica, pode ter agravado esse

efeito.

4.5.1 Confirmaciao molecular da integracio do gene cp4-epsps no genoma da cana-de-

acucar pos biobalistica

As plantulas que se desenvolveram em meio seletivo foram analisadas quanto a
integragdo do gene de interesse cp4-epsps € do gene de resisténcia nptll no genoma da cana
via PCR. Com esse objetivo, fragmentos foliares das plantulas regeneradas em meio com
canamicina foram coletados para extracdo de DNA e andlise por PCR utilizando primers
especificos para os dois genes. No entanto, nenhuma das amostras analisadas apresentou
amplificacio do gene de interesse (cp4-epsps), indicando que as plantas obtidas
possivelmente ndo continham o transgene.

Por outro lado, observou-se amplificagdo do gene nptll, associado a resisténcia
a canamicina, bem como do gene enddgeno do gene EXP11 da expansina da cana
(EXP11F3/EXP11R4), confirmando a transformacdo da variedade RB034045 da cana-de-
acgucar. A Figura 19 apresenta os resultados das reacdes de PCR utilizando os primers do
gene nptll, os quais amplificam um fragmento de 633 pb. Observa-se a amplificagao do
fragmento a partir do DNA do transformante 05, bem como do vetor pRidesa/RR utilizado

como controle positivo, enquanto a amostra de dgua, empregada como controle negativo,

II

ndo apresentou amplificacdo.
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Figura 19: Analise em gel de agarose 0,8 % dos produtos da amplificagdo por PCR do gene
nptll a partir do DNA do transformante 5 da variedade RB034045 de cana-de-
acucar. A. 1: Marcador de peso molecular 1Kb, 2: vetor pRidesa/RR, 3: dgua. B.
1: Marcador de peso molecular 1Kb, 2: DNA do transformante 05 da cana.

Uma possivel explicacdo para a auséncia do cp4-epsps € a integragdo parcial do
cassete de expressdo, uma limitacdo conhecida da biobalistica. Essa técnica, embora
eficiente na introdugdo direta de DNA, pode promover a fragmentagao do vetor durante o
bombardeamento, o que resulta, em alguns casos, na inser¢do incompleta do material
genético no genoma vegetal. Liu et al. (2019) demonstraram que esse método pode causar
rearranjos gendmicos e inser¢do incompleta. Assim, ¢ plausivel que apenas o gene de
resisténcia a canamicina (nptll), e ndo o gene de interesse agrondmico, tenha sido
funcionalmente integrado.

Diante desses resultados, recomenda-se a realizacdo de novas analises
moleculares utilizando primers especificos para nptll, com o objetivo de confirmar se a
resisténcia observada nas plantulas a canamicina esta de fato relacionada a presenca
funcional desse gene. Embora essas plantas ndo possam ser consideradas transformadas com
sucesso quanto ao cp4-epsps, os dados obtidos confirmam que a cana foi transformada com
o gene nptll, esses resultados sdo valiosos para a compreensdo do desempenho do sistema
de transformagao empregado e para o aprimoramento de protocolos futuros.

Apesar de ndo terem sido obtidas plantas comprovadamente transformadas com
gene de interesse, os resultados auxiliam a identificar pontos criticos do protocolo, como o
possivel ajuste da concentragdo do agente de pressao seletiva, o refinamento dos parametros
de bombardeamento e a necessidade de confirma¢do molecular das regeneracdes anormais
(plantas esbranquigadas). A observagado de plantulas em meio seletivo, sem confirmagao por
PCR, pode refletir escapes ou respostas fisiologicas transitorias a pressao seletiva fendmeno

discutido por autores como Wu et al. (2015) e Hamada et al. (2017).
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5 CONCLUSOES

» Este trabalho apresenta o primeiro protocolo funcional otimizado de embriogénese
somatica para a variedade RB034045, permitindo a indugdo de calos embriogénicos ¢ a
regeneragdo de plantulas a partir de segmentos foliares dos toletes cilindricos apicais da

cana-de-agucar.

* Foi observada formagdo de calos em uma proporg¢ao significativa dos explantes cultivados,
sendo parte deles com caracteristicas morfologicas tipicas de embriogenicidade, como

coloracdo esbranquicada a amarelada, textura compacta e superficie nodular.

* A principal limitacdo do protocolo inicial foi a alta taxa de contaminacdo endofitica,
contornada pelo aumento da concentracdo de hipoclorito e redu¢ao da densidade de

explantes por frasco.

* Compreender a natureza dos microrganismos contaminantes, sua interagao com os tecidos
vegetais e sua sensibilidade a agentes antimicrobianos ¢ essencial para o desenvolvimento
de estratégias de assepsia mais eficazes, complementares a escolha de materiais oriundos de

ambientes controlados, como casa de vegetagao ou cultivo in vitro.

* A regido basal do tolete cilindrico apical apresentou o melhor desempenho morfogénico,
com maior taxa de calogénese e rendimento de unidades embriogénicas por explante,

destacando a importancia da escolha do explante na resposta in vitro.

* Na regeneragdo, os melhores resultados foram obtidos com suplementagdo com BAP
(75,8%) e agua de coco (77,7%), evidenciando maior eficiéncia na conversdao dos calos

embriogénicos em plantas completas.

* A concentragdo de 100 mg-L™' de canamicina foi identificada como inibitéria para a
regeneragdo, sendo teoricamente eficaz como agente seletivo em protocolos de

transformagdo genética.
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* O numero médio de unidades de calos embriogénicos por disco foliar aumentou ao longo
dos experimentos, refletindo o aperfeigoamento progressivo do protocolo, com potencial

para aplicagdao em transformacao genética da variedade RB034045.

» Evidéncia preliminar do azul de metileno como marcador de embriogénese, podendo
reduzir o tempo experimental, os custos operacionais ¢ a necessidade de repicagens

desnecessarias.

* A aplicagao da biobalistica possibilitou a regeneragdo de plantulas a partir de calos
embriogénicos cultivados sob meio seletivo, representando um avango importante no
processo de transformagdo genética. A integracdo do gene de interesse cp4-epsps nao foi
detectada por PCR, entretanto a integracdo do gene nptll foi detectada, confirmando a
transformagdo da variedade RB034045 da cana-de-acucar. A integragdo do vetor
pRidesa/RR foi parcial mas esses resultados sdao valiosos para a compreensdao do
desempenho do sistema de transformacao empregado e para o aprimoramento de protocolos

futuros.
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