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RESUMO 
 

Cultura de tecidos e transformação genética com o gene Ddm1 no estudo do 
silenciamento de elementos de transposição em cana-de-açúcar 

 
 A cana-de-açúcar é uma das principais culturas agroindustriais do Brasil, sendo 
amplamente cultivada para a produção de açúcar e etanol. Esta cultura se torna a cada dia 
mais importante no cenário mundial, devido à busca constante por fontes de energia 
alternativas e mais sustentáveis. Para atender a crescente demanda, é necessária a liberação 
frequente de novas variedades, mais adaptadas às regiões de cultivo e tolerantes às alterações 
ambientais. Assim, o estabelecimento da metodologia de transformação genética além de 
contribuir para o estudo funcional de genes de interesse é uma metodologia alternativa para 
obtenção de novas variedades. O processo de obtenção de transgênicos é dependente de um 
eficiente protocolo de regeneração de plantas in vitro, que geralmente envolve uma fase de 
formação de células indiferenciadas (calos). A indução e a manutenção dos calos são 
favoráveis ao aumento da atividade de elementos de transposição (ETs) os quais são muito 
freqüentes no genoma de cana e podem acarretar variabilidade no genoma vegetal pela 
alteração dos padrões e funções gênicas devido a essa mobilização, afrontando a fidelidade 
genética dos cultivares transgênicos obtidos. Baseando-se na importância de reduzir o período 
de cultura de tecidos e controlar a atividade dos ETs durante o desenvolvimento in vitro, o 
objetivo desse trabalho foi buscar alternativas no controle e na redução do tempo para 
regeneração de plantas, inclusive com a aplicação de peptídeos hormonais, assim como de 
transformar geneticamente as variedades RB835089 e RB835486 com o gene Ddm1 de 
Arabidopsis, visando o silenciamento dos elementos de transposição em cana-de-açúcar. Para 
isso, foram analisados os meios de cultura MS3c e ML1G1 e o efeito da água de coco na 
indução e formação de calos como também na regeneração de plantas. Foram testados os 
meios de regeneração de plantas MSAc, SRM, ML1R3 e ML1R4, obtendo-se em média 5,2 
plantas por explante no meio MSAc, que foi superior aos demais meios. Este meio foi utilizado 
para testar o efeito individual dos peptídeos hormonais CLV3 e PSK-α em calos embriogênicos, 
os quais apresentaram acréscimo na regeneração de plantas para 9,3 plantas por explantes 
com doses de 30 µM de PSK-α. A transformação genética por biolística através da co-
transformação dos genes neo e AtDdm1 resultou em 34 plantas transgênicas. O estudo da 
mobilização dos ETs durante o desenvolvimento in vitro foi realizado para quatro 
retrotransposons. A expressão heteróloga do gene AtDdm1 em cana-de-açúcar mostrou atuar 
no controle da expressão do retroelemento TE010. O estudo da mobilização dos 
retrotransposons e do gene Ddm1 endógeno de cana (SsDdm1) durante o desenvolvimento in 
vitro confirmou que o gene SsDdm1 foi chave no controle da expressão dos retroelementos. A 
transformação genética com o gene AtDdm1 aliada a rápida regeneração de plantas a partir de 
discos foliares possibilitam condições que minimizam a expressão dos ETs em cana-de-açúcar. 
 
 
Palavras-chave: Peptídeos hormonais; Plantas transgênicas; Biolística; LTR retrotransposons; 

Transposição; Regulação epigenética 
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ABSTRACT 
 

Tissue culture and genetic transformation with the Ddm1 gene to study silencing of the 
transposable elements in sugarcane 

 
 Sugarcane is one of the major agro-industrial crops of Brazil being widely cultivated for 
the production of sugar and ethanol. This culture has become increasingly more important on 
the world stage each day due to the constant search for alternative and sustainable energy 
sources. In order to meet growing demand, it is necessary to often release new varieties, better 
adapted to cultivated expansion area and tolerant to environmental changes. Thus, the 
establishing of genetic transformation methodology beyond of contributing to the functional study 
of genes of interest and it is an alternative method for obtaining new varieties. The process of 
obtaining transgenic plants is dependent of an efficient protocol for in vitro plant regeneration, 
which generally involves a phase of undifferentiated cells (callus). The induction and 
maintenance of callus are favorable to increase the activity of transposable elements 
(TEs) which are very frequent in the genome of sugarcane and may cause variability in the plant 
genome by altering patterns and  gene functions due to this mobilization, confronting the genetic 
fidelity of the transgenic cultivars obtained. Based on the importance of reducing the period of 
tissue culture and control the activity of TEs during in vitro development, the objective of this 
work was to seek alternatives to control and reduce the time for plant regeneration, including the 
use of peptides hormone, as well as to genetically transform sugarcane varieties RB835089 and 
RB835486 with the Ddm1 Arabidopsis gene to silence the transposable elements in cane 
sugar. For this, we tested the culture media MS3c and ML1G1and the effect of coconut water in 
callus induction and growth as well as on plant regeneration. We tested the plant regeneration 
media MSAc, SRM, ML1R3 and ML1R4, obtaining an average of 5.2 plants per explants using 
MSAC, superior to other medium tested. It was used to test the individual effect of peptides 
hormones such as CLV3 and PSK-α in embryogenic callus, which showed an increase in plant 
regeneration to 9.3 plants per explant with doses of 30µM PSK-α. Genetic co-transformation 
with the neo and AtDdm1 genes by biolistic resulted in 34 transgenic plants. A study of TEs 
during in vitro development was performed for four retrotransposons. Heterologous expression 
of the AtDdm1 gene in sugarcane showed to control the expression of the retroelement TE010. 
The study of mobilization of retrotransposons and the endogenous Ddm1 gene (SsDdm1) during 
in vitro development confirmed that SsDdm1 was key gene in controlling the expression of 
retrotransposons. Genetic transformation with the AtDdm1 gene and the fast regeneration of 
plants provide positive conditions to minimize the expression of ETs in sugarcane. 
 
 
Keywords: Hormone peptides; Transgenic plants; Biolistic; LTR retrotransposons; Transposition; 

Epigenetic regulation 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 A cana-de-açúcar é uma cultura de grande importância econômica no Brasil e no 

mundo. A cultura vem sendo cultivada em regiões tropicais e subtropicais em diversos 

países, sendo o Brasil o seu maior produtor com cerca de 570 milhões de toneladas 

numa área de aproximadamente 6,7 milhões de hectares (FAO, 2009; FNP, 2010; 

UNIÃO DA INDÚSTRIA DE CANA-DE-AÇÚCAR – ÚNICA, 2010). 

 O setor sucroalcooleiro brasileiro tem despertado atenção de diversos países, 

principalmente pelo baixo custo de produção de açúcar e álcool, seus principais 

produtos. A exportação do álcool combustível, representado pricipalmente pelo etanol, 

tem sido cada vez mais expressivo no saldo da balança comercial brasileira. Diversas 

nações mundiais, que visam reduzir a emissão de poluentes na atmosfera e a 

dependência de combustíveis fósseis, buscam no álcool uma importante fonte 

alternativa e renovável de energia. 

 Apesar da importância do Brasil como produtor mundial de cana-de-açúcar e a 

expansão crescente para novas fronteiras agrícolas, o melhoramento genético clássico 

não tem conseguido acompanhar esse crescimento acelerado gerado pelo aumento na 

demanda de variedades mais produtivas, tolerantes aos problemas fitossanitários e que 

possuam maior adaptabilidade as regiões de fronteira agrícola, onde se encontram 

condições edafo-climáticas desfavoráveis. 

 O programa SUCEST (Brasilian Sugarcane EST Project) da FAPESP surgiu 

nesse contexto e gerou milhares de ESTs, organizadas em diversos tipos de 

bibliotecas, originadas de estádios fisiológicos diversos, como meristemas apicais 

vegetativos e florais e folhas em diversas fases de desenvolvimento, vários tipos 

radiculares, sementes, caules, células desdiferenciadas (calos), além de tecidos 

infectados com bactérias simbióticas (VETTORE et al., 2001). Essas informações 

levaram a criação do recente BIOEN, como forma de analisar os genes identificados 

pelo SUCEST, possibilitando desvendar mecanismos moleculares e bioquímicos do 

desenvolvimento da cana-de-açúcar, bem como, encontrar funções gênicas 

significativas responsáveis pelas características de superioridade varietal e auxiliar no 

melhoramento genético da cana-de-açúcar. 
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 O melhoramento genético clássico atua como o principal responsável pela 

produção e incorporação dessas diversas características de interesse agronômico nas 

variedades atuais de cana-de-açúcar. No entanto, o aumento da demanda por novos e 

promissores clones aliado as limitações no progresso do melhoramento genético em 

virtude, principalmente, das dificuldades genéticas da cultura, promove cada vez mais a 

ascensão das ferramentas biotecnológicas, como a transformação genética. 

 A transformação genética é um sistema dependente da regeneração de plantas 

in vitro. Esse processo é geralmente longo e, muitas vezes, permanece por um extenso 

período na fase de calos, que é o principal alvo na transformação genética de cana. 

Essas condições são conhecidas como favoráveis para a atividade de elementos de 

transposição (ETs), cuja presença no genoma de cana é abundante. Em milho, esses 

valores representam de 50 a 80% do genoma (SANMIGUEL et al., 1996; SANMIGUEL; 

BENNETZEN, 1998). Em cana, foram identificados 68 elementos de transposição, 

sendo que 57 deles estavam ativados durante o estágio de calo. Já em outros tecidos 

em condições normais de crescimento grande parte desses elementos estava inativo 

(De ARAÚJO et al., 2005). 

ETs geralmente tornam-se móveis nessas condições in vitro (HIROCHIKA, 1993; 

TAKEDA et al., 1999; HIROCHIKA et al., 2000), podendo acarretar críticas mudanças 

no genoma vegetal pela alteração dos padrões e funções gênicas devido a essa 

mobilização. Por causa do potencial de dramaticamente alterar estruturas e funções 

gênicas, mecanismos genéticos e processos que minimizem o processo de cultura de 

tecidos, principalmente evitando ou reduzindo o estágio de calos, podem auxiliar na 

regulação dos ETs e evitar efeitos deletérios no genoma hospedeiro.  

Embora a maioria dos ETs esteja transcricionalmente silenciada, eles estão 

frequentemente não regulados em mutantes com diminuição da metilação do DNA 

(LIPPMAN et al., 2003). A proteína DDM1 é uma ATPase que atua no remodelamento 

da cromatina e está envolvida na manutenção de metilações (VONGS et al., 1993; 

JEDDELOH et al., 1999). A perda da metilação do DNA nos mutantes ddm1 está 

associada com a desregulação transcricional dos ETs. Assim, a proteína DDM1 parece 

ter função chave no controle de retrotransposição, pois mutantes ddm1 foram 

essenciais para ativação e mobilização de retrotransposons silenciados (HIROCHIKA et 
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al. , 2000; MIURA et al., 2001; SINGER et al., 2001; TSUKAHARA et al., 2009).  

Análises de expressão indicaram maior expressão dos LTR retrotransposons 

TE010, TE070, TE028 e TE053 durante o estágio de calos, enquanto que a partir do 

início da regeneração (estágios de maior diferenciação celular) a expressão desses 

retroelementos foi diminuída. Essa regulação mostrou estar relacionada pelo gene 

Ddm1, de acordo com a correlação entre a atividade dos quatro LTR retrotransposons e 

o gene SsDdm1 durante o desenvolvimento in vitro de cana-de-açúcar. 

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo buscar alternativas no controle 

e na redução do tempo, inclusive pela aplicação dos peptídeos hormonais CLV3 e PSK-

α, para regeneração de plantas in vitro, assim como de transformar geneticamente as 

variedades RB835089 e RB835486 com o gene Ddm1 de Arabidopsis, visando o 

silenciamento de elementos de transposição em cana-de-açúcar. 

A expressão heteróloga do transgene AtDdm1 apontou que esse gene foi 

importante no silenciamento do LTR retrotransposon TE010. Sendo assim, a 

transformação genética com o gene AtDdm1 aliada a rápida regeneração de plantas, 

principalmente, a partir de discos foliares possibilitaram condições que minimizam a 

expressão de ETs em cana-de-açúcar e permitem um maior suporte a futuros estudos 

envolvendo o silenciamento desses elementos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar é uma planta alógama, pertencente ao gênero Saccharum, 

tribo Andropogonae, família Poacea. Nativa de regiões tropicais, a cana possui seu 

centro de origem no sudeste asiático, entre a região da Indonésia e da Nova Guiné 

(MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 2005).  

Existem várias espécies pertencentes ao gênero Saccharum: S. officinarum 

(2n=80), S. spontaneum (2n=40-128), S. robustum (2n=60-205), S. sinense (2n=81-

124), S. barberi (2n=111-120) e S. edule (2n=60-80) (DANIELS; ROACH, 1987). As 

atuais variedades de cana-de-açúcar são altamente poliplóides. Os cultivares modernos 

são derivados de uma hibridação interespecífica entre a “cana nobre” S. officinarum e a 

selvagem S. spontaneum; e contém de 100 a 130 cromossomos, dos quais 15 a 35% 

proveniente de S. spontaneum e o restante provêm de S. officinarum (D’HONT, 2005). 

O alto teor de açúcar é atribuído a “cana nobre”, enquanto que o vigor vegetativo, a 

resistência a pragas e doenças e a rusticidade na adaptação a diferentes condições 

edafo-climáticas são características provenientes de S. spontaneum.  

 A importância da cultura da cana-de-açúcar tem raízes antigas na economia 

brasileira. A cultura da cana-de-açúcar no país possui importância histórica, política, 

social e econômica. A indústria sucroalcoleira viveu uma das suas melhores fases 

quando o álcool passou a ser utilizado como combustível automotivo, incentivado pelo 

Programa Nacional do Álcool (Pró-Álcool), criado em 1975-76. Porém, apesar de todo o 

sucesso, o programa foi abandonado duas décadas depois.  

Novamente, a agroindústria canavieira vem ganhando amplo espaço no território 

brasileiro e graças à necessidade e a constante busca por novas fontes de energia, o 

álcool reaparece nacionalmente como importância estratégica no setor energético, 

sendo a cana-de-açúcar o ‘combustível’ para o funcionamento e desenvolvimento de 

toda essa agroindústria. 

  A representatividade que a cultura vem adquirindo, tanto no cenário nacional 

quanto no internacional, trás inúmeros benefícios para a economia do país, uma vez 

que gera açúcar, álcool anidro (aditivo da gasolina), álcool hidratado para os mercados 
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internos e externos, e, além disso, contribui ainda para a produção de alimentos, papel, 

produtos químicos e energia elétrica (MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento). O aumento do número de carros bicombustíveis (tecnologia “flex-fuel”) 

comercializados desde 2006 foi superior a 185% (UNICA, 2010), o que exemplifica o 

avanço esperado da cultura e a tendência de expansão para os próximos anos. 

 O Brasil é o maior produtor mundial de cana, com uma safra no período de 

2008/2009 de aproximadamente 570 milhões de toneladas, valor que representa cerca 

de um terço da produção mundial, sendo a área ocupada cerca de 6,7 milhões de 

hectares (FAO, 2009; FNP, 2010; UNICA 2010). O país é o maior exportador de açúcar, 

respondendo sozinho por 45% de todo o produto comercializado no mundo. Já em 

relação ao etanol, o País divide com os EUA o papel de maior produtor mundial e, 

juntos, os dois países são responsáveis por 70% de todo o etanol produzido no planeta. 

No entanto, o produto norte-americano é exclusivamente derivado do milho e voltado 

para seu mercado interno. Assim, o Brasil é também, no caso do etanol, o maior 

exportador mundial, respondendo por 54% desse mercado (CONSELHO DE 

INFORMAÇÕES SOBRE BIOTECNOLOGIA - CIB, 2009). 

 A agroindústria do setor canavieiro gera anualmente mais de US$ 10 bilhões, 

cerca de 1 milhão de empregos diretos e atua como importante fonte de sequestro de 

carbono, além de produzir energia renovável (“ambientalmente limpa”) e ser utilizada na 

cogeração de energia pela queima do bagaço, representando uma importante 

estratégia nacional no setor energético. 

 Apesar da importância do Brasil como produtor mundial de cana-de-açúcar, a 

produção desta cultura tem sido afetada, nos últimos anos principalmente, por inúmeros 

fatores, dentre os quais, merecem destaque as condições climáticas desfavoráveis 

enfrentadas pela conquista de novas fronteiras agrícolas, a carência de variedades 

adaptadas a essas inúmeras condições edafo-climáticas existentes, falta de mudas de 

qualidade e dos diversos problemas fitossanitários encontrados. 

Até o momento, o melhoramento genético tradicional é a principal ferramenta 

para o desenvolvimento de novas variedades. Porém, os progressos no melhoramento 

genético através de programas convencionais de cruzamentos são limitados pelas 

dificuldades genéticas da cultura. Poliploidia, grande tamanho do genoma, presença de 
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elementos transponíveis e complexas interações ambientais fazem do melhoramento 

genético convencional uma alternativa que exige grande demanda de recursos 

(MANICKAVASAGAM et al., 2004).  

Associado a isso, o período para lançamento de uma nova variedade que é 

longo, apresentando de 12 a 15 anos, além das dificuldades enfrentadas nos 

cruzamentos e na escolha dos “melhores” materiais, já que muitos materiais são 

perdidos pela dificuldade de seleção destes. Os longos períodos necessários em cada 

ciclo de seleção para as características de importância agronômica, aliado à 

complexidade da cana-de-açúcar e a capacidade de rápida propagação vegetativa, 

tornaram a cana-de-açúcar uma cultura bastante conveniente para a aplicação de 

técnicas de transformação genética (FALCO, 1998). 

Recentes desenvolvimentos em biologia molecular e transformação genética 

podem possibilitar a identificação, o isolamento e a transferência desejada de genes 

específicos e, desta forma, constituem-se de uma importante ferramenta no auxílio do 

melhoramento tradicional da cana-de-açúcar (BUTTERFIELD et al., 2002). 

 

2.2 Cultura de tecidos de cana-de-açúcar 

A regeneração de plantas provenientes de um sistema de cultura de tecidos é 

pré-requisito para a aplicação de técnicas biotecnológicas no melhoramento genético da 

cana-de-açúcar, como a transformação genética. O primeiro relato de regeneração de 

plantas em cultura de tecidos de cana foi apresentado por Heinz e Mee (1969), a partir 

de calos. 

Estudos envolvendo histologia demonstraram que a regeneração de plantas a 

partir de tecidos de cana pode ocorrer por organogênese (LIU, 1984; MOHATKAR, 

1993; BURNER; GRISHAM, 1995; GILL et al., 2006), embriogênese somática (HO; 

VASIL, 1983; GUIDERDONI; DEMARLY, 1988; LIU, 1993; SNYMAN, 2001; DESAI, 

2004, 2006; SNYMAN, 2006; FRANKLIN, 2006) ou por coexistência de ambas as vias 

morfogênicas (LIU; CHEN, 1974; CHEN et al., 1988; FALCO et al., 1996; 

LAKSHMANAN et al., 2006). Entretanto, a embriogênese somática é sem dúvida a via 

de regeneração mais comumente relatada em estudos envolvendo cana-de-açúcar 

(GUIDERDONI et al., 1995). 
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Embriogênese somática tem sido reportada para um grande número de 

variedades de cana (GUIDERDONI et al., 1995), podendo ser obtida diretamente 

(MANICKAVASAGAM; GANAPATHI, 1998; DESAI et al., 2004, 2006; LAKSHMANAN et 

al., 2006; SNYMAN et al., 2006) ou indiretamente (HO; VASIL, 1993; FALCO et al., 

1996; FALCO, 1998; GALLO-MEAGHER et al., 2000; ELLIOT, 2002; FRANKLIN et al., 

2006), a partir de discos foliares. 

 A produção de calos é obtida, geralmente, depois do cultivo de segmentos de 

folhas imaturas de plantas de campo (discos foliares), na presença de auxinas como 

2,4-D (GALLO-MEAGHER et al., 2000) ou picloran (FITCH; MOORE, 1990). No 

entanto, o 2,4-D é a auxina mais efetiva para a indução de calos embriogênicos em 

cana-de-açúcar (HO; VASIL, 1993). Esta afirmação foi confirmada por outros estudos 

(CHEN et al., 1988; FITCH; MOORE, 1990; LIU, 1993; CHENGALRAYAN; GALLO-

MEAGHER, 2001; DESAI et al., 2004; LAKSHMANAN, 2006). Na indução de calos de 

cana, o 2,4-D é muitas vezes utilizado em conjunto com outros reguladores de 

crescimento, como por exemplo, as citocininas. Esses biorreguladores estão 

geralmente relacionados ao aumento da divisão e proliferação celular durante a indução 

de calos (CALDAS et al., 1998). O balanço hormonal proporcionado entre auxina e 

citocinina é determinante na proliferação celular e na formação de calos. Atualmente, a 

água de coco tem sido utilizada em combinação com o 2,4-D, pois devido a sua 

composição conter citocininas naturais, sua adição equipara-se ao efeito de aplicação 

de uma citocinina (CALDAS et al., 1998; MELOTTO-PASSARIN, 2009) 

 Em cana-de-açúcar, existem basicamente dois tipos de calo: os embriogênicos e 

os não embriogênicos. Esses dois tipos de calo possuem características morfológicas 

claramente distintas, além da diferença no potencial morfogênico, segundo constatado 

por Lakshmanan (2006). Falco et al. (1996) caracterizaram os calos embriogênicos em 

dois tipos: i) nodular e compacto; e ii) friável e translúcido. O calo do tipo não 

embriogênico foi descrito, por esses autores, como mucilaginoso e opaco. Estas 

características também foram relatadas por Melotto-Passarin (2009) e Barbosa (2010). 

 Na indução de calos embriogênicos em variedades brasileiras de cana-de-

açúcar, visando a transformação genética, o meio de cultura MS3c se destaca e tem 

sido utilizado com sucesso por Falco (1998), Melotto-Passarin (2009) e Jesus (2010). 
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Já em milho, cuja cultura de tecidos compartilha algumas particularidades com a cultura 

da cana-de-açúcar, o meio de cultura ML1G1, recentemente desenvolvido por 

Ahmadabadi et al. (2007), mostrou-se altamente viável na indução de calos para 

regeneração de plantas a partir de folhas jovens, possibilitando um sistema rápido e 

eficiente na obtenção de plantas transgênicas.  

 A regeneração de plantas a partir de calos, geralmente, ocorre em meio 

desprovido de reguladores de crescimentos e na presença de luz (TAYLOR et al., 1992; 

FALCO et al., 1996, 2000; MELOTTO-PASSARIN, 2009). Entretanto, a regeneração de 

plantas pode ser potencializada por diferentes hormônios vegetais (CHENGALRAYAN; 

GALLO-MEAGHER, 2001). Além disso, em virtude da resposta morfogênica ser 

fortemente influenciada pelo genótipo, é fundamental que adaptações dos protocolos de 

regeneração sejam realizadas para cada cultivar a ser utilizada (CIDADE et al., 2006). 

Os meios de regeneração ML1R3 e ML1R4, desenvolvidos por Ahmadabadi et al. 

(2007) para milho, mostraram-se altamente eficientes na regeneração de calos a partir 

de folhas jovens objetivando a transformação genética. ML1R3 e ML1R4 possuem em 

sua composição, respectivamente, os reguladores de crescimento BAP e NAA. Já o 

meio de regeneração SRM, otimizado por Lakshmanan et al. (2006) para discos foliares 

de cana, combinou o concentração dos reguladores de crescimento NAA e BAP, 

proporcionando rápida e eficiente regeneração de plantas. 

 Calos embriogênicos, formados via embriogênese indireta, tem sido amplamente 

selecionados como o tecido-alvo na transformação genética de cana, principalmente 

utilizando o acelerador de micropartículas (BOWER; BIRCH, 1992; BOWER et al., 1996; 

GALLO-MEAGHER; IRVINE, 1996; FALCO et al., 2000). Apesar do sucesso dos calos 

embriogênicos na metodologia de transformação empregada nos últimos anos, 

principalmente pela eficiência e reprodutibilidade conseguida, limitações existentes 

como intensivo e laborioso processo de formação e manutenção de cultura de calos, o 

período de tempo necessário até a obtenção das plantas transformadas, a prolongada 

exposição ao 2,4-D e a resposta morfogênica genótipo dependente (GAMBLEY et al., 

1993, 1994; BOWER et al., 1996; ARENCIBIA et al., 1999; SNYMAN et al., 2000, 2001; 

GROF; CAMPBELL, 2001; VICKERS et al., 2005). Sabe-se que fatores como a fonte do 

explante, período em cultura e em estágio de calos, número de subculturas, 
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reguladores de crescimento, genótipo, composição do meio de cultura e nível de ploidia 

são capazes de induzir variabilidade genética in vitro (SILVAROLLA, 1992; citado por 

ZUCCHI et al., 2002). Larkin e Scowcroft (1981) além de relatarem alta frequência de 

variações genéticas na cultura de tecidos de cana nomearam-nas de “variação 

somaclonal”. Essa variação tem sido frequentemente reportada em cultura de tecidos 

de cana-de-açúcar (LOURENS MARTIN, 1987; BURNER; GRISHAM, 1995; TAYLOR et 

al., 1995; HOY et al., 2003). Embora essa variabilidade genética induzida por cultura de 

tecidos seja, infrequentemente, benéfica, é indesejável para manutenção de 

germoplasma, propagação comercial e transformação genética (LAKSHMANAN, 2006). 

 Diante disso, diferentes fontes de explantes e rotas alternativas de regeneração 

foram buscadas a fim de superar essas limitações (SNYMAN et al., 2000, 2001; 

GEIJSKES et al., 2003; MACKNAVASAGAM et al., 2004; FRANKLIN et al., 2006 

LAKSHMANAN et al., 2006; SNYMAN et al., 2006). A regeneração direta de plantas via 

embriogênese e/ou organogênese, apresenta-se um estratégia efetiva para evitar ou 

substancialmente reduzir a variação somaclonal, uma vez que reduz duração da cultura 

de tecidos e minimiza a formação de calos em cultura (LAKSHMANAN et al., 2006). 

Além disso, discos foliares utilizados no bombardeamento e regenerados por 

embriogênese somática para produzir plantas transgênicas (SNYMAN et al., 2000, 

2001; GEIJSKES et al., 2003; DESAI et al., 2004; FRANKLIN et al., 2006; 

LAKSHMANAN et al., 2006; BARBOSA, 2010; JESUS, 2010) tem demonstrado 

avanços quando comparado ao atual método de transformação a partir de calos. Uma 

vantagem desta técnica comparada à utilização de calos embriogênicos é a redução no 

período de cultura de tecidos. Utilizando calos, o processo para obtenção de plantas 

transgênicas levou de 24 a 36 semanas, enquanto que a partir de discos foliares o 

período variou de 14 a 22 semanas (SNYMAN et al., 2000, 2001). 

  

2.2.1 Peptídeos hormonais 

Duas décadas se passaram e uma grande quantidade de estudos suportou a 

idéia de que peptídeos hormonais, juntamente com os “hormônios” vegetais (auxinas, 

giberelinas, citocininas, etileno, ácido abscísico, brassinoesteróides, ácido jasmônico, 

ácido salicílico), atuam como sinais a longa distância permitindo a comunicação das 



 27

células em resposta a mudanças internas ou externas (FIERS et al., 2007) e são 

responsáveis pelo crescimento e desenvolvimento das plantas (BOLLER, 2005; 

MATSUBAYASHI et al., 2006; SAWA et al., 2006). 

As proteínas relacionadas à família CLAVATA3/ESR (CLE) são as mais 

compreendidas dentre os polipetídeos em plantas, sendo um total de 32 peptídeos 

conhecidos em Arabidopsis (COCK; MCCORMICK, 2001; OLSEN; SKRIVER 2003; 

SHARMA et al., 2003; KONDO et al., 2006). Vários peptídeos dessa família foram 

sintetizados e, recentemente, mostraram-se atuar no controle da diferenciação celular 

de plantas e na proliferação em Arabidopsis (SAWA et al., 2006). Alguns destes são 

estruturalmente relacionados com o peptídeo CLAVATA3 (CLV3), que se mostra 

geneticamente suprimir a proliferação de células em gemas meristemáticas, tais como 

meristema apical e radicular (ITO et al., 2006; WILLIAMS et al., 2005), determinando o 

destino das células nesses meristemas, onde o balanço entre a divisão das células 

embrionárias (“stem cells”) e a diferenciação das células deve ser mantida para o 

crescimento vegetal (RYAN et al., 2002). 

 A manutenção das células embrionárias no meristema apical é basicamente 

controlado pelos genes WUSCHEL (WUS) e CLAVATA (CLV3). O gene WUS promove 

a proliferação das células embriogênicas do meristema e promove a expressão de 

CLV3. Já o peptídeo ligante CLV3 interage com o complexo receptor CLV1/CLV2 para 

restringir a população de células embrionárias no meristema apical (SAM) pela 

regulação negativa do gene WUS (FLETCHER et al., 1999). Assim, um mecanismo de 

retroalimentação (feedback) entre CLV3 e WUS mantém o número de células 

meristemáticas iniciais no meristema apical (BRAND et al., 2000; SCHOOT et al., 

2000). 

 Em mutantes wus, as células embrionárias não são mantidas e a formação dos 

primórdios foliares acontece prematuramente órgãos vegetativos (CLARK, 2001; 

CARLES; FLETCHER, 2003). A superexpressão de CLV3 mostrou que pode 

aparentemente promover diferenciação a partir de células iniciais (FIERS et al., 2005). 

 Primórdios foliares são formados nas regiões que margeiam a região periférica 

do meristema. As divisões das células embrionárias ocorrem na região central do 
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meristema (zona central) e são elas responsáveis por manterem a produção de novas 

células para o contínuo suporte à formação dos primórdios foliares (Müller et al., 2006). 

 Kinoshiyo et al. (2007) mostraram o efeito da aplicação exógena do 

dodecapeptídeo CLV3 no desenvolvimento apical e radicular de Arabidopsis e arroz. A 

concentração de 1µM do peptídeo CLV3 foi responsável pela redução do meristema 

apical. Esses resultados foram similares aos que haviam sido relatados por Ito et al. 

(2006), Kondo et al. (2006), Sawa et al. (2006), Fukuda et al. (2007). Já em arroz, os 

autores relataram que mesmo doses de até 5µM não apresentaram efeito no tamanho 

do meristema apical e sugeriram que só doses maiores que 5µM devam apresentar 

algum efeito. 

 Müller et al. (2006) mostraram anatomicamente o efeito do peptídeo CLV3 na 

região meristemática apical. O acúmulo desse peptídeo restringiu o crescimento do 

meristema e promove a alocação das células da zona periférica do meristema para os 

primórdios foliares. 

 Segundo Matsubayashi et al. (1999), peptídeos de uma outra família 

apresentaram regular desdiferenciação e rediferenciação celular em cooperação com 

auxina (NAA) e citocinina (BAP). Matsubayashi e Sakagami (1996) identificaram esses 

peptídeos sulfatados de cinco aminoácidos e os chamaram de fitosulfoquinas (PSK-α e 

PSK-β). Células vegetais em cultura secretam esse peptídeo sulfatado em resposta a 

adição externa de auxina e citocinina, sendo a PKS-α responsável por provocar, em 

concentrações de nanomolar, a proliferação celular em colaboração com esses 

hormônios vegetais. 

 PKS-α também foi descoberto em células em suspensão de arroz e milho, onde 

estimou a embriogênese somática assim como a proliferação celular (MATSUBAYASHI 

et al., 1997; KOBAYASHI et al., 1999; HANAI et al., 2000a). 

 Tem sido mostrado que a PSK-α promove vários estágios do desenvolvimento 

vegetal, incluindo embriogênese somática (KOBAYASHI et al., 1999; HANAI et al., 

2000; IGASAKI et al., 2003) e formação de brotações laterais em calos (YAMAKAWA et 

al., 1998; YANG et al., 1999). 

 Recentemente, Ahmadabadi et al. (2007) utilizaram PSK-α, em milho, em 

experimentos para indução de calos na luz visando a regeneração de plantas a partir de 
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folhas.. Esses autores obtiveram resultados satisfatórios com o uso de PSK-α, cuja 

concentração ótima adotada foi de 30nM, a qual favoreceu não só a proliferação celular, 

mas também a formação de embriões somáticos e a regeneração de plantas. 

 Há evidências que sugerem que as células vegetais gradualmente perdem o 

potencial de reiniciar a proliferação e/ou diferenciação durante a maturação celular e 

que a PSK-α reativa este potencial, o qual é pré-requisito para o estabelecimento da 

cultura in vitro (MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006) 

 Portanto, a utilização do pentapeptídeo sulfatado PSK-α pode ser importante no 

processo de cultura de tecidos, podendo potencializar a proliferação celular e aumentar 

a regeneração de plantas, o que representa um ponto importante no processo de 

transformação genética de cana-de-açúcar. 

 

2.3 Transformação Genética 

A transformação genética de plantas surgiu no final da década de 80, como uma 

ferramenta atrativa e de alto potencial no auxílio do melhoramento tradicional. 

Atualmente mostra-se como uma técnica bastante viável (FALCO, 1998). 

Existem diversas técnicas de transformação genética de plantas. Essas técnicas 

de transformação estão basicamente agrupadas em duas categorias: transformação 

indireta e direta. A transformação indireta é aquela em que o DNA exógeno de interesse 

é inserido no genoma vegetal pela ação de um vetor biológico, realizado, 

principalmente, pela transferência do DNA de interesse por bactérias do gênero 

Agrobacterium; enquanto que a transformação direta é baseada em processos físicos 

e/ou bioquímicos. 

A transformação indireta, mediada por bactérias fitopatogênicas de solo do 

gênero Agrobacterium, é a estratégia mais comum para transformar plantas, 

principalmente, por ser um sistema simples, eficiente e barato. Possui ainda a 

vantagem de produzir plantas transgênicas com um número limitado de cópias do 

transgene, já que a inserção é geralmente um evento preciso (DE BLOCK, 1993). 

Porém, muitas espécies ou cultivares de cereais e gramíneas (monocotiledôneas) 

apesar dos avanços na técnica e a escolha de estirpes de bactérias mais específicas à 
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cultura em questão, encontram ainda certas resistências a esse método de 

transformação. 

Dos métodos que utilizam DNA introduzido diretamente no genoma das plantas, 

apenas dois são de importância prática: a eletroporação e a biolística (ou biobalística).  

A transformação por eletroporação consiste na indução temporária de poros nas 

membranas celulares dos protoplastos, produzidos por um campo elétrico permitindo, 

assim, a passagem de íons e moléculas, como a molécula de DNA. Entretanto, o 

isolamento e cultivo de protoplastos é um processo laborioso e permanece difícil, 

restringindo o da transformação genética de métodos que dependam dessa fase, como, 

por exemplo, a eletroporação (FALCO, 1998). Esse método é pouco utilizado para 

monocotiledôneas (BIRCH, 1997).  

Já o método da biolística consiste na aceleração de micropartículas que 

atravessam a parede celular e membrana plasmática, de forma não letal, carregando o 

DNA para o interior da célula (FERREIRA et al., 2004). São utilizados microprojéteis de 

ouro ou tungstênio, com diâmetro em torno de 1µm, nos quais são precipitadas as 

moléculas de DNA. Parte dos projéteis, que carregam as moléculas de DNA, atingem o 

núcleo da célula vegetal e liberarem o esse DNA precipitado que, em baixa frequência e 

de forma aleatória, é integrado no genoma (KLEIN et al., 1987). 

 

2.2.1 Transformação genética de cana-de-açúcar 

 O primeiro relato de transformação genética de cana-de-açúcar foi feito por Chen 

et al. (1987), com a introdução do gene cat (cloranfenicol acetil transferase) em 

protoplastos, através da eletroporação e polietilenoglicol (PEG). Entretanto nenhuma 

planta foi regenerada. 

 A transformação genética de cana-de-açúcar foi obtida com sucesso 

primeiramente em 1992 por Bower e Birch, através da técnica de biobalística. As 

plantas transformadas obtidas continham o gene neo (nptII), que codifica para a enzima 

neomicina fosfotransferase II, a qual confere resistência a antibióticos aminoglicosídeos 

(canamicina e geneticina). No mesmo ano, Chowdhury e Vasil bombardearam calos 

embriogênicos de cana-de-açúcar com o gene bar, porém, não conseguiram regenerar 
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nenhuma planta transgênica, provavelmente devido a idade e tipo de calo utilizado nos 

experimentos de transformação. 

Desde então, inúmeras outras pesquisas foram realizadas para desenvolver 

métodos eficientes de transformação (SMITH et al., 1992; BIRCH, MARETZKI, 1993; 

GAMBLEY; FORD; SMITH, 1993; GAMBLEY et al., 1994; BIRCH, 1997; ARENCIBIA et 

al., 1998; ELLIOTT; BRETELL; GROF, 1998; ENRIQUEZ-OBREGON et al., 1998; 

MANICKAVASAGAM, 2004).  

Diferentes técnicas foram empregadas com relativo sucesso na transformação de 

cana-de-açúcar, as quais estão representadas pelo bombardeamento de microprojéteis 

(BOWER; BIRCH, 1992; BOWER et al., 1996; GALLO-MEAGHER; IRVINE 1996; 

FALCO, 2000; MELOTTO-PASSARIN, 2009; ARVINTH et al., 2010), eletroporação 

(RATHUS; BIRCH 1992; ARENCIBIA et al., 2000), Agrobacterium (ARENCIBIA et al., 

1998; ELLIOT et al., 1998; ENRIQUEZ-OBREGON et al., 1998; MANICKAVASAGAM et 

al., 2004; MELOTTOPASARIN, 2009; ARVINTH et al., 2010; KALUNKE et al., 2010).  

Dentre os diferentes métodos de transformação genética, a biolística destaca-se 

uma técnica bastante viável, sendo considerado o principal método de transformação 

de cana-de-açúcar (BIRCH, 1997; MOORE, 1999). Um fator importante para o sucesso 

do método da biolística na transformação de cana é a escolha do tecido alvo e a 

capacidade desse tecido gerar um sistema eficiente de regenerar plantas 

(LAKSHMANAN et al., 2006). Grambley et al. (1993) verificaram que a escolha do 

tecido é um dos fatores fundamentais nesse processo. Além disso, esse método conta 

com um sistema bem estabelecido de regeneração de plantas a partir de calos 

embriogênicos (BOWER; BIRCH, 1992), os quais são ótimos alvos de bombardeamento 

(FALCO, 1998). 

A transformação genética baseou-se, até o momento, essencialmente visando 

obtenção a características agronômicas de grande interesse comercial, como 

resistência a herbicidas (CHOWDHURY; VASIL, 1992; GALLO-MEAGHER; IRVINE, 

1996; ENRIQUEZ-OBREGON et al., 1998; FALCO et al., 2000; LEIBBRANDT; 

SNYMAN, 2003; MANICKAVASAGAM et al., 2004), a insetos (ARENCIBIA et al., 1997, 

1999; BRAGA et al., 2003; FALCO; SILVA-FILHO, 2003; ARVINTH et al., 2010; 

KALUNKE et al., 2010), ao vírus do mosaico (INGELBRECHT et al., 1999; 
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BUTTERFIELD et al., 2002; GILBERT et al., 2005), a bactéria causadora da 

escaldadura das folhas (ZHANG et al., 1999), tolerante ao estresse hídrico (MOLINARI, 

2007), aos estresses bióticos e abióticos (MELOTTO-PASSARIN, 2009) e acúmulo de 

sacarose (MA et al., 2000; BOTHA et al., 2001) 

Entretanto, a tecnologia de transformação oferece também a possibilidade de 

estudar os milhares de genes de plantas (com funções conhecidas e desconhecidas) 

que foram identificados pelos programas genômicos conduzidos em todo o mundo nos 

últimos anos (DONG et al., 2005), principalmente genes amplamente estudados em 

plantas modelo, como Arabidopsis e tabaco (MOLINARI, 2007). 

Essa tecnologia no estudo gênico em cana-de-açúcar pode contribuir num 

gargalo existente no sistema de transformação genética, que é a instabilidade genética 

da cana durante a cultura de tecidos (ARENCIBIA et al., 1999; ZUCCHI et al., 2002). 

Essa instabilidade se deve em parte pela mobilização de elementos de transposição 

durante cultura de tecidos, principalmente no estágio de calos, já que de Araújo et al. 

(2005) mostraram que dentre 68 elementos transponíveis identificados, 57 estavam 

expressos em calos, o que afronta a garantia de fidelidade genética dos cultivares 

transgênicos obtidos (LAKSHMANAN et al., 2006). 

Nesse contexto, a transformação genética no estudo de genes envolvidos no 

silenciamento de elementos de transposição em cana-de-açúcar pode ser um 

importante passo na busca de informações referentes ao controle desses elementos 

durante o desenvolvimento in vitro da cultura. 

  

2.4 Elementos de Transposição 

Elementos de transposição (TEs) são caracterizados como pequenos segmentos 

de DNA que se movem dentro do genoma e estão presentes desde bactérias até 

eucariotos (BENNETZEN et al., 2000). Estes elementos compõem grande parte do 

genoma dos eucariotos e podem corresponder entre 50% a 80% do DNA nuclear em 

algumas espécies de gramíneas (FESCHOTTE et al., 2002). 

 A atividade dos TEs e sua inerente habilidade de mudar de lugar no 

cromossomo foram descritas pela primeira vez em plantas, pela geneticista Barbara 

McClintock no final da década de 40. 
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Os ETs são considerados como agentes mutagênicos e suas atividades 

produzem mudanças nas sequências de genes, assim como rearranjos ao longo do 

genoma, e estes rearranjos podem alterar a expressão dos padrões gênicos e a função 

gênica (BENNETZEN et al., 2000).  

Em condições normais de desenvolvimentos, geralmente os ETs encontram-se 

imóveis, entretanto, em condições de estresse, como durante a infecção viral, após 

ferimentos e em cultura de tecidos, estes elementos genéticos podem se tornar móveis 

(LARKIN et al., 1981; PESCHKE et al., 1987). Este fenômeno de ativação de ETs pela 

condição de estresse durante o processo de cultura de tecidos é aparentemente 

conservado de mono para dicotiledôneas e pode ser fundamental nas células de 

plantas (HIROCHIKA et al., 1996). 

 Nos eucariotos, elementos de transposição estão separados em duas classes de 

acordo com a forma de transposição. Elementos da classe I ou retrotransposons são 

aqueles em que a transposição é realizada por intermédio de uma molécula de RNA, 

mecanismo amplamente conhecido como “copia e cola”. Enquanto que os transposons 

(classe II) são aqueles que se movimentam via DNA, sem intermédio de uma molécula 

de RNA. Este mecanismo de transposição é também conhecido como “corta e cola”. Os 

retrotransposon apresentam transposição duplicativa, isto é, o número de cópias do 

elemento aumenta após a transposição, potencializando a expansão do genoma 

(SLOTKIN; MARTIENSSEN, 2007). 

 Os retrotransposons podem ser separados em dois grupos. O primeiro 

compreende os elementos da classe I que apresentam longas cadeias repetidas (LTR). 

Elementos autônomos desse grupo, representados pelas famílias copia/Ty1 e 

gypsy/Ty3 codificam uma proteína similar ao capsídio viral (gag) e uma poliproteína 

(pol), que é processada para produzir protease, transcriptase reversa, RNAseH e 

integrase, as quais estão envolvidas na transposição do elemento. Já os LTR não 

autônomos, perderam a maioria das sequencias codificantes e as proteínas requeridas 

para mobilização (WITTE et al., 2001). Em relação aos retroelementos sem LTR, estes 

estão divididos em LINEs (“Long Interspersed Nuclear Elements”) e SINEs (“Short 

Interspersed Nuclear Elements”). Os LINEs são elementos autônomos que codificam 

todos as proteínas para sua transposição, enquanto os SINEs, cujas sequências 
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possuem poucas centenas de bases, são elementos que necessitam das enzimas de 

outro elemento completar seu ciclo replicativo (SMYTH, 1993; SCHMIDT, 1999). Devido 

ao fato dos retrotransposons realizarem a transposição por intermédio de uma molécula 

de RNA a expressão desses elementos pode ser analisada pelo acúmulo de transcritos. 

Os elementos da classe II são caracterizados pelas repetições terminais 

invertidas (TIR) e por codificarem a enzima transposase (Tpase), cuja atividade é 

responsável pela excisão e inserção do elemento (FESCHOTTE et al., 2002). 

 Durante o projeto SUCEST, foram identificados 68 elementos de transposição 

(ETs) em cana-de-açúcar, os quais foram agrupados em 11 famílias (DE ARAÚJO et 

al., 2005). Análises do transcriptoma revelaram que transposons, como os da família 

Mutator e retrotransposons, como os da família Hopscotch (como TE010) são os ETs 

mais abundantes no genoma de cana. Além disso, essas duas famílias apresentam ETs 

altamente ativados na cultura de calos (De ARAÚJO et al., 2005). 

 Calos é a principal fonte de células embriogênicas empregadas na transformação 

genética de cana-de-açúcar atualmente. Zucchi et al. (2002) observaram que plantas de 

cana regeneradas in vitro a partir de meristemas apresentavam 7% de polimorfismo em 

relação ao seus clones não introduzidos in vitro.  Hirochika et al. (1996) mostraram 

durante a cultura de tecidos de arroz a ativação dos retrotransposons Tos10 e Tos17. O 

aumento do número de cópias do elemento Tos17 no genoma após longo período de 

cultura de tecidos e a inserção do deste na proximidade de genes altamente expressos 

indicou que a ativação e mobilização do Tos17 induzidas por cultura de tecidos 

provocou mutações. 

Embora o significado biológico da ativação de retrotransposons por estresses 

não tenha sido ainda muito bem estabelecida, a atividade indutiva do estresse é 

consistente com o conceito de “estresse genômico”, proposto por McClintock (1984). 

Esse “estresse genômico” representa um fenômeno indesejado no processo de seleção 

de novas variedades, principalmente no que diz respeito à utilização de processos 

biotecnológicos para regeneração e seleção de plantas geneticamente transformadas. 

Esses processos são dependentes das condições de cultura de tecidos, que nas quais 

se sabe, estes elementos encontram-se geralmente ativos (HIROCHIKA, 1993; 

HIROCHIKA et al., 1996, 2000; GRANDBASTIEN, 1998; De ARAÚJO et al., 2005). 
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2.5 Silenciamento de elementos de transposição 

Elementos de transposição compõem substancial proporção dos genomas 

vegetais. Em decorrência da potencialidade em gerar mutações pela inserção no 

genoma (BENNETZEN et al., 2000), os ETs são controlados por uma série de 

mecanismos, os quais funcionam basicamente em reconhecer esses elementos e 

silenciá-los (LISCH, 2009). Assim, devido a predisposição em causar danos nos 

cromossomos, não é surpresa que ETs, em todas as espécies examinadas em detalhe, 

parecem estar em estado quiescente, seja transcricionalmente como 

transposicionalmente inativos (ZILBERMAN et al., 2007). 

 Embora a maioria dos ETs esteja transcricionalmente silenciada, eles estão 

frequentemente não regulados em mutantes com diminuição da metilação do DNA 

(LIPPMAN et al., 2003). Essa regulação ocorre basicamente ao nível transcricional, 

sendo basicamente orientada pelo fator de remodelamento de cromatina Ddm1 

(TSUKAHARA et al., 2009) ou pelo mecanismo conhecido como metilação do DNA 

direcionado por RNA (RdDM), o qual representa um processo do silenciamento 

mediado por RNA de interferência, ou RNAi (LISCH, 2009; TEIXEIRA et al., 2009). Já a 

regulação ao nível pós-transcricional, que também ocorre pelo mecanismo de RNA de 

interferência, é geralmente mediada pelos pequenos RNAs de interfência (siRNAs)  que 

orientam a degradação dos mRNA-alvos. A diferença entre a regulação transcricional e 

a pós-transcricional mediadas por RNAi, é que na primeira forma os siRNAs produzidos 

pela sequência dos ETs orientam a metilação do DNA ou histona (LIPPMAN et al., 

2003; MATZKE et al., 2007; SLOTKIN; MARTIENSSEN, 2007; LISCH, 2009), enquanto 

que na segunda, os siRNAs  orientam a clivagem do mRNA alvo (BAULCOMBE, 2004). 

Em milho, por exemplo, a regulação via RNAi por intermédio dos siRNAs está 

fortemente relacionada com a expressão do gene Mop1, homólogo do gene RNA 

polimerase 2 dependente de RNA (RDR2) de Arabidopsis. A função desse gene está 

relacionada coma síntese dos siRNAs. Portanto, a perda da função em mutante mop1 

resultou na reativação dos ETs transcricionalmente silenciados e uma substancial 

redução no acúmulo dos pequenos RNAs de interferência (siRNAs) de 24nt, que 

recrutam componentes do mecanismo de silenciamento por RNA (JIA et al., 2009). 

 Dentre os mecanismos de silenciamento anteriormente mencionados, a 
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regulação ao nível transcricional mediada pelo gene Ddm1 é a mais antiga (VONGS et 

al., 1993) e mais detalhada no controle dos ETs em plantas. O gene Ddm1 (Decrease in 

DNA methylation), caracterizado inicialmente em Arabidopsis, codifica uma ATPase que 

atua no remodelamento da cromatina e possui homologia às proteínas da família 

SW12/SNF-2. (JEDDELOH et al., 1999). Esses autores afirmaram ainda que o gene 

Ddm1 é importante para a manutenção da metilação do DNA, pois em mutantes ddm1, 

a perda da função gênica reduziu cerca de 70% da metilação do DNA. 

Em Arabidopsis, análises de mutações mostraram que as proteínas DDM1 são 

requeridas para o silenciamento de transposons e retrotransposons, além de também 

serem requeridas para o fenômeno do silenciamento gênico transcricional (HIROCHIKA 

et al., 2000; KATO et al., 2004; LIPPMAN et al., 2003; MIURA et al., 2001; SINGER et 

al., 2005). A perda da metilação do DNA nos mutantes ddm1 está associada com a 

desregulação transcricional dos ETs, levando a ativação e mobilização de 

retrotransposons silenciados (HIROCHIKA et al. ,2000, MIURA et al., 2001, SINGER et 

al., 2001; TSUKAHARA et al., 2009). Adicionalmente, notaram que os transcritos dos 

ETs são altamente elevados em mutantes ddm1 (HUANG et al., 2004). 

Hirochika e colaboradores (2000) mostraram que em plantas de Arabidopsis 

mutantes para o gene ddm1, os LTR retrotransposons Tto1 e Tar17 tornavam-se 

transcricionalmente e transposicionalmente ativos. Porém, quando essas plantas 

mutantes foram cruzadas com plantas normais para o gene Ddm1 e retomaram a 

atividade funcional deste gene, os retroelementos foram silenciados, indicando que a 

função do gene Ddm1 foi necessária para supressão dos retrotransposons Tto1 e 

Tar17. 

Tsukahara et al. (2009) relataram a mobilização de várias famílias de LTR 

retrotransposons presentes no genoma de A. thaliana, identificados através de técnicas 

genômicas, em mutantes do gene ddm1. Esses pesquisadores detectaram ainda 

nesses mutantes o aumento do número de cópia de vários retrotransposons da família 

gypsy (ATGP3) e da família copia (ATCOPIA13, ATCOPIA21, ATCOPIA93). 

 Embora os mutantes de ddm1 exibam baixa metilação do DNA genômico, a 

necessidade desses genes para o silenciamento pode ser distinta para diferentes tipos 

de elementos transponíveis (LIPPMAN et al., 2003; RANGWALA et al., 2007), indicando 
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que existem diferentes rotas para supressão de elementos transponíveis em plantas 

(LIPPMAN et al., 2003). 

Portanto, de acordo com os dados genéticos disponíveis, verifica-se que o gene 

Ddm1 é chave no silenciamento dos elementos de transposição (HIROCHIKA et al., 

2000; TSUKAHARA et al., 2009), indicando que a transformação genética de cana-de-

açúcar com o gene Ddm1 poderia resultar na manutenção do silenciamento dos ETs, 

principalmente, em condições de cultura de tecidos, sendo de grande valia ao sistema 

de transformação genética de cana-de-açúcar. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 Os experimentos e as atividades desenvolvidas na presente dissertação foram 

conduzidos no Laboratório de Biologia Molecular de Plantas e Genômica, localizado no 

Centro de Biotecnologia Agrícola (CEBTEC), pertencentes ao Departamento de 

Ciências Biológicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade 

de São Paulo. 

 

3.1 Material Vegetal 

 Para realização deste trabalho, optou-se pela utilização da variedade de cana-

de-açúcar RB835089, devido a um compromisso firmado entre o laboratório de Biologia 

Molecular de Plantas e a Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) antes do início 

desse projeto e pelo fato desta variedade se destacar pela alta produtividade agrícola e 

ampla adaptabilidade às condições de cultivo, além de apresentar excelente adequação 

ao processo de cultura de tecidos e transformação genética. No entanto, a variedade 

RB835089 deixou de ser uma variedade de interesse comercial devido a sua 

susceptibilidade à ferrugem e, desta forma, a área de plantio pela UFSCar decresceu. 

Diante disso, a disponibilidade no fornecimento da mesma ao laboratório ficou 

comprometida e, sendo assim, selecionou-se a variedade de cana-de-açúcar 

RB835486, que passou a ser gentilmente cedida pela UFSCar. 

 A variedade RB835486, caracterizada pela alta produtividade agrícola, riqueza 

no teor de sacarose e ampla adaptabilidade às condições de cultivo foi então adotada 

para os experimentos de cultura de tecidos, transformação genética e biologia 

molecular. 

 

3.2 Introdução dos explantes in vitro 

 Plantas de cana-de-açúcar das variedades RB835486 e RB835089, com idade 

variando de 8 a 12 meses (Figura 1A), foram utilizadas como fonte de explantes para os 

experimentos de cultura de tecidos. O ponteiro da cana (Figura 1B), o qual representa a 

porção apical do colmo, contém a região meristemática apical envolvida por folhas 

jovens enroladas, que é conhecida por “palmito”. Logo após a coleta dos ponteiros, 2 a 

3 folhas mais externas foram removidas e os “palmitos” (Figura 1C), com 
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aproximadamente 15 cm de comprimento, foram retirados e submetidos a assepsia 

(Figura 1D). A seguir, eles foram lavados com etanol 70%, por 1 minuto, e transferidos 

para condições assépticas, onde foram se submetidos a outras duas lavagens com 

etanol 70%, por mais 1 minuto cada. Em seguida, realizaram-se três enxágues com 

água destilada autoclavada. Outras 2 folhas externas foram retiradas do “palmito” e as 

folhas jovens restantes, envolvendo a região meristemática, foram seccionadas 

transversalmente em discos de aproximadamente 2 mm de espessura e cerca de 1cm 

de diâmetro (Figura 1E). Estes discos de folhas imaturas serão aqui referidos como 

discos foliares, seguindo-se a denominação amplamente utilizada na literatura. Os 

discos foliares foram imersos durante 1 minuto em solução autoclavada de 150mg.L-1 

de ácido cítrico antes de serem introduzidos in vitro (Figura 1F), no intuito de reduzir a 

oxidação do tecido foliar (LAKSHMANAN et al., 2006). 

 

 

 

Figura 1 - Metodologia de introdução dos explantes in vitros. A: Plantas no campo com 6 a 8 meses. B: 
Ponteiro. C: Segmento da porção apical que contém a região meristemática apical envolvida 
por folhas jovens enroladas (“Palmito”). D: Assepsia dos “palmitos” em etanol 70%. E: Seções 
transversais de aproximadamente 2mm de espessura e 1cm de diâmetro. F: Discos foliares 
introduzidos in vitro 
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3.3 Indução de calos embriogênicos e regeneração de plantas 

 

3.3.1 Meio de cultura MS3C e ML1G1 

 Foram utilizados dois diferentes meios de cultura, MS3c e ML1G1, com intuito de 

comparar estes meios na indução dos calos, qualidade dos calos formados, localização 

nos discos foliares (setor) em que os calos foram formados, além do efeito dessa 

indução na regeneração de plantas. Como ilustrado na Figura 2, foram considerados 3 

setores nos discos foliares, denominados setores 1, 2 e 3. O meio MS3c tem sido 

utilizado com sucesso na indução de calos embriogênicos em cana-de-açúcar (FALCO 

et al., 2000; MELOTTO-PASSARIN, 2009). Já o meio ML1G1, desenvolvido em milho 

por Ahmadabadi et al. (2007), mostrou-se altamente viável na indução de calos e 

regeneração de plantas a partir de folhas jovens.  

Setor1

Setor2
Setor3

 

Figura 2 - Ilustração do disco foliar da variedade RB835486 dividido em setores de indução de calos. O 
setor 1 representa a região central do disco, onde se localizam as folhas mais imaturas. O 
setor 3 representa a região mais externa do disco, formado pelas folhas mais maduras 
presentes no disco. O setor 2 representa uma região intermediária aos setores 1 e 3. Barra 
branca = 2mm 

 

 O meio MS3c é constituído pelo meio basal MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 

suplementado com 3,0mg.L-1 2,4-D, 50ml.L-1 água de coco (marca Kerococo®), 

100mg.L-1 mio-inositol, 150mg.L-1 ácido cítrico, 30g.L-1 sacarose e solidificado com 

2,3g.L-1 de Phytagel® (Sigma), após ter seu pH ajustado para 5,8.  
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 O meio ML1G1 é composto pelos sais N6 (CHU et al., 1975), as vitaminas KT 

(HORN et al., 1983), suplementado com 2,0mg.L-1 glicina, 100mg.L-1 mio-inositol, 

2.880mg.L-1 prolina, 650mg.L-1 cloreto de magnésio, 100 mg.L-1 caseína hidrolizada, 2,2 

mg.L-1 2,4-D, 800 mg.L-1 nitrato de prata, 0,5mM espermidina, 20g.L-1 sacarose, 

solidificado com 2,3g.L-1 de Phytagel® (Sigma). O pH foi ajustado para 5,8. Nitrato de 

prata e espermidina foram adicionados ao meio de cultura após autoclavagem. 

 O efeito dos meios de cultura MS3c e ML1G1 na indução de calos embriogênicos 

foi avaliado em um experimento com delineamento inteiramente casualizado, que 

consistiu de dois tratamentos (meios MS3c e ML1G1), com 15 repetições por 

tratamento, sendo cada repetição formada por uma placa contendo 10 discos foliares. 

As culturas foram incubadas em câmara de ambiente controlado, no escuro, a 27±1oC. 

Após 30 dias, analisou-se a porcentagem de indução de calos e a localização (setor) no 

disco em que esses calos se formaram.  Os resultados de indução de calos foram 

analisados estatisticamente segundo o teste de Tukey (P<0,05). 

 Em sequência, os calos induzidos de cada setor foram separados, transferidos 

para o mesmo meio fresco, nos quais foram subcultivados a cada 3-4 semanas. Após o 

quarto subcultivo (estágio denominado R4), avaliou-se a qualidade dos calos formados 

em relação as suas características morfológicas e a verificou-se qual região do disco, 

que associada ao meio de cultura, proporcionou melhor indução de calos 

embriogênicos. 

 Em virtude da qualidade dos calos formados em ML1G1, somente calos 

induzidos no meio MS3c foram utilizados para experimentos de regeneração de plantas.  

 

3.3.2. Teste de regeneração de plantas 

Calos embriogênicos no estágio de subcultivo R4, induzidos em meio MS3c, 

foram transferidos para quatro distintos meios de regeneração: MSAc, SRM, ML1R3, 

ML1R4 (Tabela 1), no intuito de verificar qual o meio de regeneração que proporciona 

maior número de plantas regeneradas por calo (segmentos de aproximadamente 

2mm3). 
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Tabela 1 - Composição dos meios de regeneração utilizados nos experimentos de regeneração de 
plantas de cana-de-açúcar a partir de calos e discos foliares 

 
* O pH de todos os meios de regeneração foram ajustados para 5,8.  
(1) Meio de cultura formado pelos sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 
(2) Meio de cultura desenvolvido por Lakshmanan et al. (2006) 
(3) Meio de cultura desenvolvido por Ahmadabadi et al. (2007), formado basicamente pelos sais N6 (CHU 

et al., 1975) e vitaminas KT (HORN et al., 1983) 

 

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado consistindo 

de 4 tratamentos (4 meios de cultura) com 8 repetições para cada tratamento, sendo 

cada repetição formada por um frasco de vidro contendo 8 “unidades de calo”. O 

experimento foi conduzido sob 16 horas de fotoperíodo (intensidade luminosa de 

50µmol.m-2.s-1), na temperatura de 27±1oC, por um período de 30 dias. Transcorrido 

esse período, analisou-se para cada tratamento o número médio de brotações 

 

 
MSAc (1)  SRM (2) 

  ML1R3 (3) 
 ML1R4 (3)   

Composição básica       

Sais   MS  MS N 6  N6 

Vitaminas  MS  MS KT  KT  

Suplementos      

Glicina (mg.L-1) -  - 2  2  

Mio -inositol (mg.L-1)  -  - 100 100 

Prolina (mg.L-1)  -  - 2.880 2.880 

MgCl 2 (mg.L-1)  -  - 650 650 

Caseína hidrolisada (mg.L-1) -  - 100 100 

Ácido Cítrico (mg.L-1) 150 150  - - 

Sacarose (g.L-1)  30  30  20 20 

Biorreguladores      

NAA (mg.L-1)  -  1,86  - 2  

BAP (mg.L-1) - 0,91  0,5   - 

Agente Gelificante      

Phytagel (g.L-1) 2,3 2,3 2,3   2,3 
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formadas e o número médio de plantas regeneradas por explante responsivo. A 

comparação entre as médias foi analisada estatisticamente pelo teste de Tukey 

(P<0,05). 

 

3.3.3 Efeito da água de coco 

 O objetivo desse teste foi verificar se na variedade RB835486 a água de coco é 

indispensável para indução eficiente de calos embriogênicos com capacidade de 

regenerar plantas e também se esta poderia ser substituída por cinetina. A utilização de 

água de coco em meios de cultura apresenta controversas por não ter sua composição 

padronizada e mensurada. Foram analisados três meios de cultura (tratamentos) 

quanto à indução de calos morfogênicos: MS3c (controle), cuja composição foi descrita 

no item 3.3.1, MS3, constituído do meio MS3c sem água de coco; e MS3k, constituído 

do meio MS3c, mas a água de coco foi substituída por 0,1mg.L-1 de cinetina. Discos 

foliares foram introduzidos em cada um dos três meios de cultura, onde foram 

incubados no escuro, a 27±1ºC, por 30 dias. Os calos induzidos foram subcultivados a 

cada 3-4 semanas e transferido para meio fresco até o quarto subcultivo (estágio R4), 

momento no qual se analisou a porcentagem de indução de calo e a qualidade dos 

calos formados. 

 O delineamento experimental adotado para o experimento de indução foi o 

inteiramente casualizado, consistindo de três tratamentos com 12 repetições para cada 

tratamento, sendo cada repetição formada por uma placa contendo 15 “unidades de 

calo” (fragmentos de calo com aproximadamente 2mm3, mantidos a cada repique). Os 

resultados obtidos foram analisados estatisticamente de acordo com o teste de Tukey 

(P<0,05). 

 Em sequência, os calos embriogênicos obtidos de cada meio de indução foram 

cultivados separadamente em meio de cultura MSAc (Tabela 1), para análise de 

regeneração. O delineamento experimental adotado para esse experimento foi o 

inteiramente casualizado consistindo de 8 frascos de meio MSAc para cada um dos três 

conjuntos de calos embriogênicos diferentemente induzidos, sendo que cada frasco 

(repetição de cada tratamento) foi formado por 8 “unidades de calo” (fragmentos de calo 

de aproximadamente 2mm3). O experimento foi conduzido sob 16 horas de fotoperíodo 
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(intensidade luminosa de 50µmol.m-2.s-1), na temperatura de 27±1oC, por um período de 

30 dias.  

 Durante esse período, analisou-se o número médio de brotações formadas, isto 

é, a parte aérea regenerada sem o sistema radicular desenvolvido; e o número médio 

de plantas regeneradas por explante responsivo (parte aérea e sistema radicular 

desenvolvidos). Os resultados entre os tratamentos foram comparados estatisticamente 

segundo teste de Tukey, com significância de 5%. 

 

3.3.4 Efeito da aplicação exógena do peptídeo hormonal sintético CLV3 na 

regeneração de plantas 

 Para testar o efeito da aplicação do dodecapeptídeo CLV3 (RTVPSGPDPLHH – 

sintetizado pela GenScript) na regeneração de plantas, calos embriogênicos induzidos 

até o subcultivo R4 em meio MS3c foram transferidos para o meio de regeneração 

MSAc (Tabela 1) suplementado com crescentes concentrações do peptídeo hormonal 

CLV3: 0, 1, 5, 10 e 25µM. O experimento foi realizado em cada meio com 5 placas, as 

quais continham 15 calos. Após 15 dias, avaliou-se o número de brotações formadas. 

Os calos regenerando essas brotações foram transferidos para meio MSAc sem adição 

do peptídeo CLV3. Transcorreu-se 30 dias e foi avaliado o número de plantas 

regeneradas.  

 O experimento analisou o efeito de cinco doses do dodecapeptídeo CLV3 na 

regeneração de plantas a partir dos calos embriogênicos. O delineamento experimental 

adotado foi o inteiramente casualizado consistindo de 5 tratamentos com 5 repetições 

para cada tratamento, sendo cada repetição formada por uma placa de Petri contendo 

15 “unidades de calo” (fragmentos de aproximadamente 0,2cm3). O experimento foi 

conduzido sob 16 horas de fotoperíodo (intensidade luminosa de 50µmol.m-2.s-1), na 

temperatura de 27±1oC, por um período total de 45 dias. Durante o experimento, 

avaliou-se para cada tratamento o número médio de brotações formadas e o número 

médio de plantas regeneradas por explante responsivo. As médias dos resultados por 

tratamento foram comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). 
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3.3.5 Efeito da aplicação exógena do peptídeo hormonal PSK-αααα na regeneração de 

plantas 

 Com o objetivo de analisar o efeito da aplicação do pentapeptídeo fitosulfoquina 

alfa, PSK-α (NeoMPS), na regeneração de plantas, calos embriogênicos induzidos até 

o subcultivo R4 em meio MS3c foram transferidos para o meio de regeneração MSAc 

(Tabela 1) suplementado com crescentes concentrações do peptídeo hormonal PSK-α: 

0, 15, 30 e 45nM.  

 O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado consistindo 

de 4 tratamentos (MSAc com 0, 15, 30 ou 45nM de PSK-α) com 5 repetições para cada 

tratamento, sendo cada repetição formada por uma placa de Petri contendo 15 

“unidades de calo” (fragmentos de aproximadamente 2mm3). O experimento foi 

conduzido sob 16 horas de fotoperíodo (intensidade luminosa de 50µmol.m-2.s-1), na 

temperatura de 27±1oC, por um período total de 30 dias. Durante o experimento, 

avaliou-se para cada tratamento o número médio de brotações formadas e o número 

médio de plantas regeneradas por explante responsivo. A comparação entre as médias 

foi analisada estatisticamente segundo o teste de Tukey (P<0,05). 

 

3.3.6 Regeneração de plantas a partir de discos foliares 

 Discos de folhas imaturas (discos foliares) ou secções transversais de 1-2 mm de 

espessura do palmito da variedade RB835089 foram introduzidos nos meios MS3c e 

ML1G1 (descritos no item 3.3.1) para pré-indução de calos por um período de 15 e 30 

dias, no escuro e sob temperatura de 27±1oC. Os discos diferentemente pré-induzidos 

(meio de cultura e período de tempo) foram então transferidos para 4 distintos meios de 

regeneração: MSAc, SRM, ML1R3, ML1R4 (Tabela 1). 

 Foram analisados 8 tratamentos para cada período de pré-indução (15 e 30 dias) 

no escuro, sendo que os tratamentos representam a combinação de quatro meios de 

regeneração (MS, SRM, ML1R3 e ML1R4) com cada um dos meio de indução (MS3c e 

ML1G1). 

 O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado consistindo 

de 8 tratamentos para cada período de pré-indução, com 8 repetições para cada 

tratamento, sendo cada repetição formada por um frasco de vidro contendo 5 discos. A 
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etapa de regeneração ocorreu por um período de 30 dias na luz, sob 16 horas de 

fotoperíodo com intensidade luminosa de 50µmol.m-2.s-1) e temperatura de 27±1oC. 

Analisou-se para cada tratamento o número médio de brotações formadas por explante 

responsivo (parte aérea regenerada sem o sistema radicular desenvolvimento) e o 

número médio de plantas regeneradas por explante responsivo (parte aérea e sistema 

radicular desenvolvidos). A comparação entre as médias foi analisada estatisticamente 

segundo o teste de Tukey (P<0,05). 

 

3.4 Estudo do gene Ddm1 para construção do vetor de transformação genética de 

cana-de-açúcar 

 

3.4.1 Análise in silico do gene AtDdm1 

 O gene Ddm1 de A. thaliana (AtDdm1) foi analisado in silico para sua 

caracterização molecular, no intuito de gerar informações para identificação de 

proteínas DDM1 presentes em cana-de-açúcar e em espécies da família Poaceae, a fim 

de escolher a proteína mais adequada para transformação genética de cana-de-açúcar. 

 A análise in silico foi inicialmente realizada utilizando a homepage “The 

Arabidopsis Information Resource” (TAIR, acesso: http://www.arabidopsis.com), que 

possui um banco de dados com a sequência completa do genoma de A. thaliana, para a 

identificação da sequência completa da proteína e estrutura do gene, assim como a 

localização no genoma, informações sobre o produto gênico, metabolismo e expressão 

gênica. Posteriormente, utilizou-se de informações do banco de dados do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para identificação da sequência proteica e verificação dos 

domínios conservados existentes. 

 

3.4.2 Análise filogenética da proteína DDM1 na família Poaceae 

 A sequência da proteína DDM1 e do cDNA de A. thaliana (acessos NP_201476.1 

e NM_126073.2, respectivamente) foram utilizados como referencia na busca de 

proteínas com sequências similares, em espécies da família Poaceae. Optou-se por 

utilizar o cDNA, ao invés da proteína AtDDM1, para a busca em alguns bancos de 

dados já que estes não disponibilizavam outra opção para realizar a busca. 
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 A ferramenta utilizada na busca foi o BLAST (BLASTn, tBLASTn, tBLASTx) 

presente em diversos bancos de dados públicos como NCBI, TIGR, Chrom DataBase 

(arroz, sorgo e milho), Gramene (arroz, milho, sorgo, cana-de-açúcar), Phytozome 

(arroz e sorgo) e SUCEST (cana-de-açúcar). 

 Utilizando a proteína AtDDM1 como referência (“query”), as sequências das 

proteínas obtidas dos membros da família Poaceae foram alinhadas pelo algoritmo 

CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994), cujo programa é integrante do software Bioedit 

Sequence Alignment Editor (HALL, 1999)  (acesso do software pelo website: 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Os domínios conservados de cada 

proteína foram caracterizados, isolados e reagrupados formando uma única sequência 

para cada proteína. Essas sequências (agora contento apenas os domínios 

conservados das proteínas) foram novamente alinhadas e a matriz de alinhamento das 

regiões conservadas foi importada para o programa MEGA4 versão 4.0 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis - TAMURA et al., 2007) para análise filogenética. 

 Analisou-se a matriz de identidade entre as proteínas selecionadas. Essa análise 

estima a convergência evolutiva entre os domínios conservados das proteínas. Para a 

construção da árvore filogenética e comparação evolutiva das sequências, foi utilizado o 

método de inferência "Neighbor-joining”, o qual teve o grau de confiabilidade testado 

pelo teste de bootstrap, cujo valor estabelecido foi equivalente a 1000 (FELSENSTEIN, 

1985). 

 

3.5 - Construção do vetor com o gene Ddm1 para transformação genética 

 

3.5.1 Isolamento do “gene” e Síntese de cDNA por RT-PCR 

 Em relação aos resultados de filogenia obtidos, pelo fato da sequência do gene 

Ddm1 de cana-de-açúcar não estar completa e pela grande quantidade de estudos com 

a proteína DDM1 de Arabidopsis (VONGS et al., 1993; JEDDELOH et al., 1998, 1999; 

HIROCHIKA et al., 2000; BRZESKI et al., 2003; LIPPMAN et al., 2003; SAZE et al., 

2008), optou-se por utilizar a região codificante gene de Ddm1 de A. thaliana para a 

realização das construções.  
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  Segundo informações obtidas do banco de dados TAIR, o qual representa um 

banco de dados completo e atualizado para Arabidopsis, constatou-se que a expressão 

do gene Ddm1 de Arabidopsis é relativamente alta nas flores, quando comparada às 

folhas, frutos, haste floral e raízes. Diante disso, flores de Arabidopsis, crescendo em 

casa de vegetação do Departamento de Genética da ESALQ/USP, foram coletadas e 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido. O tecido foi macerado em nitrogênio 

líquido e o RNA total foi extraído pelo método do Trizol Reagent (Invitrogen), de acordo 

com as recomendações do fabricante. O RNA total foi quantificado no 

espectrofotômetro Nanodrop® (Thermo Scientific) e analisado em gel de agarose 0.8% 

(TAE 1x; 5V.cm-1) para certificação de sua integridade. Aproximadamente 5µg de RNA 

total foram tratados com Amplification grade DNAse I free of RNAse (Invitrogen), de 

acordo com as instruções do fabricante, no intuito de eliminar possíveis contaminações 

com DNA genômico, o que poderia desfavorecer a amplificação correta do cDNA alvo. 

O RNA total tratado com DNAse I foi utilizado para a síntese do cDNA, por meio do kit 

SuperScript First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), tendo os oligo(dT) 

presentes no kit como primers.  

 Para amplificação cDNA alvo (AtDdm1) utilizou-se os primers forward (senso): 5’ 

ATA GGA TCC GAT GGT TAG TCT GCG CTC C  3’ e reverse (antissenso): 5’  AGC 

GGA TCC CTA ACT GTT CAG GGA AGA CAG C  3’. Os primers foram desenhados 

segundo a sequência completa do cDNA de Arabidopsis no GenBank (acesso: 

NM_126073.2) e, posteriormente, analisados pelo software VectorNTI da Invitrogen 

quanto a temperatura de desnaturação (Tm - “Melting temperature”), a formação de 

dímeros (“cross” e “self-dimers”) e a formação de estruturas secundárias (“harpins”). 

Adicionou-se às extremidades 5’ dos primers a sequência “GGATCC”, referente ao sítio 

de restrição da enzima BamHI, para clonagem do inserto no vetor de transformação. A 

reação de PCR foi realizada conforme o seguinte protocolo: desnaturação inicial por 5 

minutos a 94oC; 35 ciclos: 30 segundos a 94oC (desnaturação), 30 segundos a 55oC 

(anelamento dos primers), 3 minutos a 72oC (extensão); extensão final por 7 minutos a 

72oC. Nessa reação de PCR utilizou-se a enzima DNA polimerase Taq Platinum 

(Invitrogen), uma vez que essa enzima possui atividade exonuclease 3’ � 5’ (para 
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reparação de erros durante a extensão) e permite amplificações com alta fidelidade de 

até 4.0Kb.  

 O produto da PCR foi analisado em gel de agarose 0.8% (TAE 1x; 5V.cm-1), 

conforme mostrado na Figura 3. A banda no gel com tamanho de 2,4Kb, referente ao 

fragmento amplificado do cDNA do gene AtDdm1, foi purificada com o kit DNA Gel 

Extraction (Fermentas), procedendo-se conforme as instruções contidas no kit. O 

fragmento purificado foi utilizado para a construção do vetor de transformação genética 

de cana-de-açúcar. 

 

Figura 3 - Fotografia de um gel de agarose 0,8% corado com brometo de Etídio (0,1%), mostrando o 
produto obtido da amplificação do cDNA floral de A. thaliana, referente ao cDNA do gene 
AtDdm1. (L): 1Kb ladder plus (Invitrogen); (C-): Reação de PCR controle. (1): Fragmento 
referente ao gene AtDdm1 contendo 2,4Kb 

 

3.5.2 Construção do Vetor de Transformação 

 Como estratégia inicial para a construção de vetores para a transformação 

genética de cana-de-açúcar com o cDNA do gene AtDdm1 (o qual, daqui em diante, 

passará a ser designado apenas como “gene AtDdm1”), baseou-se na transformação 

genética pelo método da biolística, através da co-transformação com o gene neo. Este 

gene marcador seletivo, presente no vetor pHA9 (Figura 4) confere resistência aos 

antibióticos aminoglicosídicos canamicina e geneticina, sendo este último o agente 

seletivo preferencial para monocotiledôneas, como o caso da cana-de-açúcar (BOWER; 

BIRCH, 1992; FITCH; DE LA CRUZ; MOORE, 1995; FALCO, 2000). 
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pHA9 (5743 pb) 

T-nos

pUC8

P HSH P SaX B ESa P

neoUbi-1

neo (F) neo (R)

B SaXX EBgSaT T

 
Figura 4 - Esquema representativo do plasmídeo pHA9 que contém o cassete de expressão do gene neo 

(neomicina fosfotransferase), sob o controle do promotor da ubiquitina do milho (Ubi-1) e o 
terminador da nopalina sintase (T-nos). As setas indicam a posição dos primers neo (Forward) 
e neo (Reverse). Sítios de restrição: B, BamHI; Bg, BglII; E, EcoRI; H, HindIII; P, PstI; Sa, SalI; 
Sp. SphI; T, TthI; X, XbaI 

 

 Para expressão em cana-de-açúcar, o gene AtDdm1 foi clonado para ser dirigido 

pelo promotor do gene da ubiquitina-1 do milho (Ubi-1). Esse promotor constitutivo 

apresenta altos níveis de expressão em monocotiledôneas (GALLO-MEAGHER; 

IRVINE, 1993; CHRISTENSEN; QUAIL, 1996; NEUTEBOOM et al., 2002; YANG et al., 

2003; WEI et al., 2003), além de mostrar-se relativamente estável quanto ao 

silenciamento dos transgenes, problema frequentemente encontrado em cana-de-

açúcar (MUDGE et al., 2009).  

 Alguns promotores são bastante empregados em vetores de transformações por 

promoverem expressão constitutiva, como é o caso do promotor 35S do vírus do 

mosaico da couve-flor (CaMV35S), que embora seja muito ativo em dicotiledôneas, 

promove baixos níveis de expressão dos transgenes em estudos relatados com cana 

(RATHUS et al., 1993; GALLO-MEAGHER; IRVINE, 1993, 1996; CHRISTENSEN; 

QUAIL, 1996; MELOTTO-PASSARIN, 2009). O promotor Adh1 de milho também tem 

sido utilizado em estudos com monocotiledôneas, no entanto sua expressão está 

restrita a alguns tecidos como, por exemplo, os meristemas apical e radicular. Já o 

promotor Act-1 de arroz (McELROY et al., 1991) assim como o Ubi-1 do milho promove 

expressão constitutiva e superior ao promotor 35S, mas quando comparado 

diretamente com o Ubi-1, este último apresentou-se como o mais forte (CORNEJO et 

al., 1993; GALLO-MEAGHER; IRVINE, 1993; YANG et al., 2003). Diante disso, o gene 

AtDdm1 foi clonado no vetor pAHC17 (CHRISTENSEN et al., 1992) sob controle do 

promotor Ubi-1 (Figura 5). Trabalhos recentes mostram que o promotor da Ubiquitina do 

milho (Ubi-1) tem sido amplamente utilizado para o controle da expressão dos 

transgenes desejados (MELOTTO-PASSARIN et al., 2009; PRIYA et al., 2010; 
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ARVINTH et al., 2010). 

 

pAHC17 (≈ 5,2Kb) 

Ubi-1 T-nos

pUC8
2000 pb

SaP HSH Bg N E P Ss X B ESa P

250pb

 

Figura 5 - Esquema representativo do plasmídeo pAHC17 desenvolvido por Christensen et al., 1992. 
Contém o promotor da ubiquitina do milho (Ubi-1), o sítio múltiplo de clonagem e o 
terminador da nopalina nopalina sintase (T-nos). Sítios de restrição: B, BamHI; Bg, BglII; E, 
EcoRI; H, HindIII; N, NheI; P, PstI; Sa, SalI; Ss, SstI, Sp, SphI; T, TthI; X, XbaI 

 

 O fragmento purificado AtDdm1 foi clonado no plasmídeo pCR®4-TOPO® 

(Invitrogen), resultando no plasmídeo pEP8. O vetor pCR®4-TOPO® (Invitrogen) possui 

no sítio de clonagem a enzima topoisomerase, cuja atividade permite que a ligação 

fosfodiéster (ligação covalente) entre o fragmento e o vetor ocorra de forma mais 

eficiente que a ligação mediada por uma enzima utilizada na reação de ligação, com por 

exemplo, a enzima ligase,. Em seguida, este plasmídeo (pEP8) foi clivado com a 

enzima BamHI, para retirar o fragmento contendo o gene AtDdm1, e clonado no vetor 

pAHC17 (CHRISTENSEN et al., 1992) previamente digerido com a mesma enzima 

(Figura 6). Como resultado, obteve-se o vetor final para a transformação genética de 

cana-de-açúcar, denominado pEP10, o qual possui aproximadamente 7,6Kb. O 

plasmídeo pEP10 contém o gene AtDdm1 dirigido pelo promotor Ubi-1, possuindo o T-

nos como terminador (vetor com cassete de expressão Ubi-1 :: AtDdm1 :: T-nos, 

representado pela Figura 6. 
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pEP10 (≈ 7,6Kb) 

Ubi-1 AtDdm1 T-nos

SalI* BamHI*

250pb
pUC8

2000 pb 2300 pb

SalI* BamHI* SalI*XmaI   SmaIBglII*  NheI BglII*HindIII HindIII

Ubi-1 (F) Ddm1 (R)

 

Figura 6 - Esquema representativo do plasmídeo pEP10 com 7,6Kb que contém o cassete de expressão 
do cDNA do gene AtDdm1. Contém o promotor da ubiquitina do milho (Ubi-1), o cDNA AtDdm1 
e o terminador da nopalina nopalina sintase (T-nos). A posição de anelamento dos primers 
Ubi-1 (Forward) e Ddm1 (Reverse) está indicada na figura. Os principais sítios de restrição 
para confirmação do plasmídeo estão posicionados no próprio esquema. *Enzimas de restrição 
que clivam em mais de uma posição 

 

3.5.3 Análise do vetor construído com enzimas de restrição 

 Devido a ligação do gene AtDdm1 ocorrer em apenas num único sítio de 

clonagem (BamHI) haveria a possibilidade do inserto ligar-se na posição senso (correta) 

ou antissenso (invertida). Para verificar a integração do inserto e se este de fato estava 

na posição correta fez-se a digestão dos plasmídeos obtidos (plasmídeo pEP10 obtido 

de dois clones diferentes) com diferentes enzimas de restrição, conferindo-se os 

tamanhos dos fragmentos gerados após cada digestão (Figura 7). Utilizou-se o 

plasmídeo pAHC17 digerido com BamHI e SalI como controle da digestão. Realizou-se 

digestões específicas para analisar o tamanho dos plasmídeos obtidos, através da 

linearização do mesmo pela digestão com a enzima NheI (clivagem única no promotor) 

e SmaI (clivagem única no inserto). Para confirmação da presença do fragmento de 

aproximadamente 2,4Kb, o qual refere-se ao gene AtDdm1 clonado, realizou-se a 

digestão com as enzimas BamHI e SalI. Por último, foi realizado a digestão com a 

enzima BglII para checar a posição do gene clonado (sentido senso ou antissenso). Os 

produtos dessa digestão, para o inserto na posição correta, de acordo com os dois 

fragmentos esperados, devendo ser de 6,0Kb o fragmento maior e de 1,6Kb o 

fragmento menor. 
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Figura 7 - Fotografia do gel (1,0 % de Agarose) mostrando os vetores dois clones com o plasmídeo 
pEP10 (clone 1: 1 a 5; clone 2: 6 a 10) após digestão, para verificação da posição do gene 
AtDdm1 e confirmação do plasmídeo final para a transformação genética de cana-de-açúcar. 
(L): 1 kb ladder plus (Invitrogen); (1 a 5): Clone 1 digerido com  BamHI (1), BglII (2), NheI (3), 
SmaI (4) e SalI (5); (6 a 10): Clone 2 digerido por  BamHI (6), BglII (7), NheI (8), SmaI (9) e 
SalI (10); (11): pAHC17 digerido com BamHI; (12): pAHC17 digerido com SalI 

 

3.5.4 Sequenciamento do vetor obtido 

 O sequenciamento do plasmídeo pEP10 foi realizado para confirmação da 

integridade do gene AtDdm1 clonado. Para essa técnica, utilizou-se o sequenciador 

automático ABI 3100 (Applied Biosystems) com ET Dye-terminators, acompanhando os 

protocolos estabelecidos pelo Laboratório de Biologia Molecular de Plantas e Genômica 

do Departamento de Ciências Biológicas, ESALQ/USP. 

 Seis pares de primers foram confeccionados para o sequenciamento completo do 

inserto clonado (gene AtDdm1), assim como para as regiões que flanqueiam a região 

codificadora, no intuito de certificar a posição do inserto e verificar a integridade da 

sequência do gene AtDdm1. 

 Utilizou-se do software VectorNTI Suíte 5.0 (Invitrogen) para análise dos 

cromatogramas gerados pelo sequenciamento. As sequências obtidas foram alinhadas 

utilizando-se o algoritmo de alinhamento múltiplo CLUSTAL W presente no software 

Vector NTI Suíte 5.0 (Invitrogen), para formação de uma sequência única (cluster ou fita 

consenso). Essa fita consenso foi comparada com as sequências presentes do banco 

de dados do GenBank pela ferramenta BLAST/NCBI (Basic Local Alignment Search 

Tool – National Center of Biotechnology Information, USA) (acesso na homepage 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Confirmou-se a posição do inserto e a sequência 

correta dos nucleotídeos (100% de identidade) do transgene AtDdm1 clonado em 

relação a sequência expressa (cDNA) do gene Ddm1 de Arabidopsis (dados não 

mostrados). Após ter sido sequenciado, o plasmídeo pEP10 foi utilizado nos 

experimentos de transformação genética de cana-de-açúcar. 

 

3.6 Transformação genética de cana-de-açúcar 

 

3.6.1 Preparo das partículas e validação da transformação 

 O preparo de partículas e precipitação dos DNAs de interesse para 

bombardeamento foi baseado no método descrito por Sanford et al. (1987) e procedeu-

se da seguinte maneira: 

 Inicialmente, realizou-se a assepsia das partículas. Foram pesados 25mg de 

partículas de Tungstênio M10 (GTE Sylvania Chemicals/Metals) para a lavagem em 

500µL de etanol absoluto gelado em um microtubo de 1,5ml. O microtubo, contendo as 

partículas, foi colocado em agitador tipo vortex por 6 minutos e incubado em banho 

Maria à 95oC por 1 hora. Centrifugou-se a 10000rpm por 2 segundos e a fase aquosa 

foi removida cuidadosamente. Adicionou-se 500µL de etanol absoluto gelado e as 

partículas passaram por um processo de sonicação para desagregação. O sonicador, 

ou aparelho de ultra-som (Sonics Vibra Cell) permaneceu ligado por 15minutos com os 

seguintes parâmetros de operação: amplitude 75%, pulsos de 3 segundos ligado e 1 

segundo desligado e temperatura ajustada para 20oC. Centrifugou-se a 10000rpm por 2 

segundos e a solução sobrenadante foi removida. O precipitado foi lavado com 500µL 

de água MilliQ autoclavada e centrifugou-se por 10000rpm por 2 segundos. Repetiu-se 

o procedimentos por mais 2 vezes. Ressuspendeu-se as partículas em 500µL de água 

Milli-Q estéril.  

 Para a precipitação do DNA de interesse nas partículas de tungstênio, utilizaram-

se para seis disparos os componentes de acordo com a seguinte ordem: 50µL de 

suspensão das partículas de tungstênio, 10µg de DNA de interesse (sendo que para co-

transformação foram utilizados 5µg de cada plasmídeo), 50µL da solução 2,5M de 

CaCl2
.2H2O, 20µL da solução 0,1M de espermidina (Sigma). Após a adição de cada 
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componente, agitou-se suavemente para homogeneização. Esta suspensão foi 

incubada a sob agitação de 300rpm por 40 minutos a 4oC. Adicionou-se 200µL de 

etanol absoluto gelado, agitou-se e centrifugou-se a 12000rpm por 1 segundo. O 

sobrenadante foi retirado cuidadosamente e descartado. Novamente, 200µL de etanol 

absoluto foi adicionado e a lavagem e centrifugação se procedeu por mais 3 vezes. O 

precipitado foi ressuspendido com 30µL de etanol absoluto gelado. Alíquotas de 5µL da 

suspensão de partículas envolvidas por DNA foram depositadas em cada membrana 

carreadora para realização dos disparos. 

 O bombardeador ou acelerador de micropartículas utilizado nos disparos para 

transformação genética foi o modelo PDS-1000/He Biolistic® Delivery System (BIO-

RAD). Todo material de consumo utilizado nos experimentos de biolística, como 

membranas de ruptura (1100psi) e de retenção, telas de retenção e suporte das 

membranas carreadoras (BIO-RAD) foram imersos em etanol absoluto por 5 minutos, 

secos em papel de filtro autoclavado e mantidos em fluxo laminar para uso em 

condições assépticas. 

 No intuito de verificar se o preparo de partículas foi adequado (DNA precipitado 

de forma correta nas partículas e estas sem a formação de agregados) e se o 

bombardeador estava em correta operação, folhas de tabaco foram bombardeadas com 

o plasmídeo pFF19G (Figura 8), o qual possui o gene uid-A (GUS) sob controle do 

promotor 35S. A análise de expressão do gene GUS para validação do processo de 

transformação foi analisada histoquimicamente seguindo o método descrito por 

Jefferson, Kavanagh e Bevan (1987) que consiste em colocar o material bombardeado 

em contato com o tampão contendo X-gluc e incubar a 37oC por 20 horas. 
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Figura 8 - Esquema representativo do plasmídeo pFF19G com 6000pb que contém o cassete de 

expressão do gene repórter uid-A (GUS), sendo dirigido pelo promotor CaMV35S e 
controlado pelo terminador 35S polyA. Sítios de restrição B, BamHI; E, EcoRI; H, HindIII; N, 
NheI; K, KpnI; N, NcoI; P, PstI; S, SacI; Sa, SalI; Ss, SstI, Sm, SmaI; X, XbaI 

 

 A visualização ocorre pelo aparecimento da coloração azul (pontos azuis) nas 

regiões em que expressam a proteína GUS, ou seja, onde ocorre a metabolização do X-

gluc pela proteína GUS levando a formação de um substrato de coloração azul. Os 

pontos azuis observados foram analisados em estereomicroscópio quanto à distribuição 

e quantidade de pontos, sendo que cada ponto azul, independente do tamanho ou 

intensidade, foi enumerado como um ponto de inserção do DNA plasmidial e expressão 

transiente do gene uid-A (Figura 9). 

 

A B  
Figura 9 - (A) Detalhe da folha de tabaco (Nicotiana tabacum) com a face abaxial voltada para cima para 

bombardeamento com o plasmídeo pFF19G; (B) Pontos azuis visualizados 48 horas após o 
bombardeamento, resultado da expressão transiente do gene uid-A (GUS) nas células da folha 
de tabaco em contato com o tampão X-gluc. Barra = 1cm 

 

3.6.2 Transformação genética por biolística 

 Baseando-se nas tecnologias de transformação genética existentes para 

monocotiledôneas, como a cana-de-açúcar, a principal metodologia utilizada é a 

biolística (BOWER; BIRCH, 1992; BOWER et al., 1996; GALLO-MEAGHER; IRVINE, 
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1996; FALCO, 2000; GILBERT et al., 2005; XU et al., 2008; MELOTTO-PASSARIN, 

2009, ARVINTH et al., 2010). No entanto, alguns trabalhos também adotaram a 

transformação via Agrobacterium (ARENCIBIA et al., 1998; ENRIQUEZ-OBREGON et 

al., 1998; MANICKAVASAGAM et al., 2004; ZHANGSUN et al., 2007; MELOTTO-

PASSARIN et al., 2009; PRIYA et al., 2010; ARVINTH et al., 2010). Altpeter et al. (2005) 

elucidaram que ambos os métodos de transformação possuem características 

particulares que podem apresentar vantagens ou desvantagens a sua utilização e que a 

viabilidade e eficiência de transformação estão fortemente relacionadas com a espécie 

empregada. 

 Nesse trabalho com cana-de-açúcar, realizou-se a transformação genética pelo 

método da biolística por ser a principal metodologia utilizada e estar sendo realizada 

com sucesso para cana-de-açúcar, além de ter sido previamente estabelecida em 

nosso laboratório. Esse método de transformação foi empregado na co-transformação 

de calos embriogênicos e discos foliares, das variedades RB835486 e RB835089, com 

os plasmídeos pHA9 e pEP10, contendo os genes neo e AtDdm1, respectivamente. 

 O protocolo para transformação pelo método da co-transformação com o 

plasmídeo pHA9 (Figura 8) foi estabelecido com sucesso para o gene neo por Falco 

(1998) e, recentemente, adotado por Melotto-Passarin (2009). Segundo Falco (1998), a 

melhor opção para a seleção de células de plantas monocotiledôneas transformadas 

com o gene neo (nptII) é o antibiótico geneticina, uma vez que não interfere no 

processo de regeneração e pode ser utilizado para a seleção em estágios iniciais. Além 

disso, o antibiótico canamicina, mostra-se pouco eficaz na seleção em gramíneas, 

quando comparado em espécies dicotiledôneas.  

 Testes preliminares confirmaram os resultados de Falco (1998) referente à dose 

de 30 mg.L-1 de geneticina a ser aplicada para seleção das duas variedades em estudo. 

No entanto, Birch et al. (1996) indicaram que apenas na primeira semana após o 

bombardeamento uma dose inferior de 20mg.L-1 de geneticina não seria tão agressiva 

quanto a dose de 30mg.L-1 desde o início, permitindo que a seleção continuasse de 

forma eficaz (reduzida a presença de escapes), proporcionando uma quantidade 

significativamente maior de plantas regeneradas. A metodologia proposta por Birch et 

al. (1996) foi testada e passou a ser adotada em função dos resultados obtidos. 
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 O procedimento de co-transformação, seleção e regeneração de plantas a partir 

de calos embriogênicos e discos foliares estão discutidos em detalhes abaixo. 

 

3.6.2.1 Calos embriogênicos 

 Calos embriogênicos das variedades RB835486 e RB835089 foram induzidos em 

meio MS3c. Calos embriogênicos de aspecto nodular, compacto e calos altamente 

friáveis foram selecionados e transferidos para meio osmótico, por onde permaneceram 

por 8 horas, sendo quatro horas antes do bombardeamento e mais quatro horas após a 

realização dos disparos. O meio osmótico consiste do meio MS3c suplementado com 

0,4M de manitol e 0,4M de sorbitol. O tratamento osmótico realizado com manitol e 

sorbitol (alcoóis hexahídricos frequentemente empregados como agente que elevam a 

pressão osmótica do meio de cultura) tem o efeito fundamental na prevenção de 

rupturas e vazamento do conteúdo celular, em decorrência da agressão física das 

células pelo bombardeamento, assim como facilitar a penetração das partículas 

(FALCO et al., 2000). Danos como necroses (TEE; MAZIAH, 2005), ausência de 

proliferação celular e formação de novos embriões somáticos (TADESSE et al., 2003) 

são alguns dos efeitos encontrados após o bombardeamento em calos que não 

sofreram o tratamento osmótico.  

 A massa de calos contida em cada placa bombardeada foi de aproximadamente 

1,8g, o que equivale a um número médio de 65 “unidades de calo” (fragmentos de calo 

com aproximadamente 2mm3, separados após os disparos). 

 Transcorrido o período de 4 horas após os disparos, os calos foram transferidos 

do meio osmótico para o meio MS3c suplementado com 250mg.L-1 do antibiótico 

cefotaxima, o qual é indicado por Birch et al. (1997) como um redutor de contaminantes 

bacterianos logo após os disparos. Os calos permaneceram nesse meio de cultura por 

3 dias no escuro (período necessário para que os calos bombardeados recuperem-se 

do estresse induzido pelo meio osmótico e pelo bombardeamento) antes de serem 

transferidos para o meio MS3c com 250mg.L-1 de cefotaxima suplementado 20mg.L-1 

de geneticina, na primeira semana, e suplementado com 30mg.L-1 nas 3 semanas 

posteriores, para seleção e proliferação das células transformadas. Os calos foram 
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mantidos no escuro, sob a temperatura de 27±1oC, durante essas 4 semanas de 

seleção inicial. 

 Para regeneração, os calos foram transferidos para o meio de regeneração 

MSAc suplementado com 250mg.L-1 de cefotaxima e 30mg.L-1 de geneticina, sob 16 

horas de fotoperíodo (intensidade luminosa de 50µmol.m-2.s-1) e temperatura de 

27±1oC. Plantas regeneradas foram transferidas a cada 3-4 semanas para meio seletivo 

fresco, sendo que as plantas já enraizadas foram individualizadas e mantidas em meio 

seletivo até a obtenção dos resultados moleculares. 

 

3.6.2.2 Discos foliares  

 Secções transversais de folhas imaturas, também denominadas “discos de 

palmito”, também foram utilizadas como tecido-alvo no processo de transformação. 

Lakshmanan et al. (2006) mostraram regeneração de plantas utilizando-se “discos” 

como explantes. 

 Discos de palmitos das variedades RB835486 e RB835089 foram introduzidos 

em meio MS3c, para pré-indução de calos por um período de 15 dias. Discos pré-

induzidos, apresentando calos com aspecto morfogênico, foram selecionados e 

transferidos para o meio MS3c suplementado com 250mg.L-1 do antibiótico cefotaxima 

para efetuação dos disparos. O tratamento osmótico não foi realizado em discos em 

virtude da elevada oxidação causada aos explantes, o que dificulta o processo de 

regeneração. A massa de discos contida em cada placa bombardeada foi de 10g, 

equivalente a um número médio de 11 discos bombardeados por placa. 

 Os discos bombardeados permaneceram no meio MS3c suplementado com 

250mg.L-1 de cefotaxima por 3 dias no escuro (para se recuperem do dano mecânico 

proporcionado pelo bombardeamento), antes de serem transferidos para o meio de 

regeneração.  

 Plantas da variedade RB835089 foram regeneradas em meio SRM 

(LAKSHMANAN et al., 2006) acrescido de 150mg.L-1 de ácido cítrico e solidificado com 

2,3g.L-1 de Phytagel® (Sigma), além de 250mg.L-1 do antibiótico cefotaxima e 20mg.L-1 

de geneticina, sendo estes dois últimos adicionados após a autoclavagem. Para a 

variedade RB835486 adotou-se o meio MSAc acrescido de 0,5mg.L-1 BAP, 150mg.L-1 
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ácido cítrico e solidificado com 2,3g.L-1 de Phytagel® (Sigma), além de 250mg.L-1 do 

antibiótico cefotaxima e 20mg.L-1 de geneticina, sendo estes dois últimos adicionados 

após a autoclavagem.  

 Os discos permaneceram em seus respectivos meios de regeneração por uma 

semana, a 27±1oC, sob fotoperíodo de 16h (intensidade luminosa de 50µmol.m-2.s-1), 

antes de serem transferidos para novo meio de regeneração, porém agora acrescidos 

de 30mg.L-1 de geneticina. Os discos foram mantidos nesse novo meio por 3 semanas, 

sob a temperatura de 27±1oC e fotoperíodo de 16h (intensidade luminosa de 50µmol.m-

2.s-1). As culturas foram transferidas para meio fresco a cada 4 semanas. Durante a 

seleção, as brotações regeneradas foram transferidas para o meio MSAc, 

suplementado com 250mg.L-1 de cefotaxima e 30mg.L-1 de geneticina, para 

enraizamento. Plantas enraizadas foram individualizadas e transferidas, a cada 4 

semanas para novo meio seletivo, até a obtenção dos resultados moleculares. 

 

3.7 Caracterização molecular dos eventos de transformação 

 

3.7.1 Extração de DNA total e confirmação por PCR 

 Folhas de 111 plântulas de cana-de-açúcar regeneradas em meio de cultura 

contendo 30mg.L-1 geneticina foram coletadas, maceradas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em freezer -80oC para extração de DNA total. O método de extração 

utilizado foi baseado no método CTAB desenvolvido por Doyle e Doyle (1990). Após a 

extração, avaliou-se a qualidade e a concentração do DNA obtido em gel de Agarose 

1,0% (TAE 1X, 5V.cm-1).  

 Cerca de 50ng de DNA foi utilizado nas reações de PCR (reação em cadeia da 

polimerase) para confirmação da inserção no genoma dos cassetes contendo os genes 

neo e Ddm1.  

 A reação de PCR para detecção do transgene com o gene neo foi realizada 

conforme o protocolo: desnaturação inicial a 94oC por 5min; 35 ciclos: 1 minuto a 94oC 

para desnaturação, 45 segundos a 60oC para anelamento dos primers e 40 segundos a 

72oC para extensão; extensão final a 72oC por 10 minutos. Os primers amplificarem um 

produto de 437pb, pelo anelamento do primer Forward (senso) na região terminal do 
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promotor Ubi-1 (íntron) e do primer Reverse (antissenso) na sequência do gene neo. 

Essa disposição dos primers no transgene do plasmídeo pHA9 (Figura 8) garantiu que o 

gene neo amplificado tenha sido originado do transgene inserido no genoma. A 

sequência desses primers utilizados para a amplificação foi: Forward (senso) – 5` CTG 

TGC TCG ACG TTG TCA CT 3` e Reverse (antissenso) – 5` AGC CAA CGC TAT GTC 

CTG AT 3`. 

 A reação de PCR para confirmação da presença do gene Ddm1 foi realizada 

conforme o protocolo a seguir: desnaturação inicial a 94oC por 5 min; 40 ciclos: 1 

minuto a 94oC para desnaturação, 50 segundos a 58,5oC para anelamento dos primers 

e 50 segundos a 72oC para extensão; extensão final a 72oC por 10 minutos. Os primers 

utilizados na detecção do transgene foram: Forward (senso) – 5` CCT GCC TTC ATA 

CGC TAT TTA TTT GCT TG 3` e Reverse (antissenso) – 5` GAT CTT GAA ATC ATA 

GCA GCA ACC GC 3`. O produto da amplificação possui um tamanho de 605pb, pelo 

anelamento do primer Forward (senso) na região terminal do promotor Ubi-1 (íntron) e 

do primer Reverse (antissenso) na sequência do gene AtDdm1. 

 Em ambas as reações de PCR, foram utilizados controles (positivos e negativos) 

para a validação dos resultados. Como controle negativo das reações utilizou-se a água 

ou branco (mix da reação apenas) e plantas de cana-de-açúcar não transformadas ou 

selvagens (WT). Para o controle negativo, aplicou-se o plasmídeo correspondente ao 

gene a ser detectado, isto é, o plasmídeo pHA9 para o gene neo e o plasmídeo pEP010 

para o gene Ddm1. As reações de PCR foram analisadas em gel de Agarose 1,2% 

(TAE 1X, 5V.cm-1). 

 Avaliou-se, então, o número de plantas transgênicas para os genes neo e Ddm1, 

as eficiências de co-transformação e total do processo de transformação, além da 

porcentagem de escapes (plantas tolerantes a dose de geneticina aplicada, porém sem 

a presença do gene neo).  

 

3.7.2 Confirmação da integração do gene AtDdm1 via sequenciamento 

 Para confirmar a integração do gene AtDdm1 no genoma da cana-de-açúcar e 

garantir que o produto de PCR das plantas transgênicas obtidas eram realmente do 

gene AtDdm1, certificando que amplificação não tenha sido aleatória ou de um produto 
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inespecífico, as reações de PCR para 4 plantas transgênicas (amostras 2, 6, 11 e 14 

indicadas no item 4.4.1, na Figura 27) foram repetidas (primers detalhados no item 

3.7.1)  e o produto de PCR reanalisado em gel de agarose 1,2%. As bandas de 

tamanho esperado foram isoladas, purificas pelo kit DNA Gel Extraction (Fermentas) e 

encaminhados para sequenciamento com ET Dye-terminators (sequenciador ABI 3100 - 

Applied Biosystems) utilizando os próprios primers de amplificação na reação de PCR 

de sequenciamento. 

 Os cromatogramas gerados pelo sequenciamento referente às bandas das 4 

plantas transgênicas foram analisados pelo software VectorNTI Suíte 5.0 (Invitrogen) e, 

posteriormente, avaliadas quanto a similaridade com a sequência original do cDNA do 

gene Ddm1 de Arabidopsis, através da ferramenta BLAST presente no banco de dados 

do NCBI (GenBank). 

 

3.7.3 Extração RNA total e síntese de cDNA para RT-PCR 

 Folhas de 14 dentre as 34 plantas de cana-de-açúcar transgênicas contendo os 

genes neo e Ddm1 foram coletadas, maceradas em nitrogênio líquido e armazenadas 

em freezer -80oC antes de serem utilizadas para a extração do RNA. O RNA total foi 

extraído pelo método do Trizol Reagent (Invitrogen), de acordo com a metodologia 

recomendada pelo fabricante. O RNA isolado foi analisado em gel de agarose 1,0% 

(TAE 1X, 5V.cm-1) para verificação da qualidade do RNA obtido após a extração. A 

quantificação foi realizada no espectrofotômetro Nanodrop (ThermoScientific). 

Aproximadamente 5,0µg de RNA total foram tratados com Amplification grade DNAse I 

livre de RNAse (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante, com a intenção 

de eliminar possíveis contaminações com DNA genômico, o que poderia interferir nas 

análises de expressão gênica. 

 Utilizou-se 2,0µg do RNA total tratado com DNAse I para a síntese do cDNA para 

cada amostra. Utilizou-se a enzima Improm-II Reverse Transcriptase (Promega), tendo 

o oligo(dT) como o primer da reação. 
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3.7.4 Normalização e Análise de Expressão do Gene AtDdm1 

 Antes de iniciar a análise de expressão das plantas transgênicas e avaliar a 

expressão do gene AtDdm1, foi necessário normalizar o cDNA a ser utilizado na reação 

de PCR. Para isso, utilizou-se um gene controle, ou seja, um gene de expressão 

estável para a condição de análise. O gene controle adotado foi o GAPDH, pois 

apresentou melhor estabilidade para as condições estudadas de acordo com 

informações preliminares (discutido no item 4.5.1.1). Os primers do gene GAPDH foram 

gentilmente cedidos pelo Dr. Fábio T. S. Nogueira.  

 As reações de PCR para normalização do cDNA com o gene GAPDH controle 

foram realizadas conforme o protocolo: desnaturação inicial a 94oC por 3 min; 23 ciclos: 

30 segundos a 94oC, 30 segundos a 58oC, 30 segundos a 72oC; extensão final a 72oC 

por 5 minutos. As sequências dos primers são: Forward (senso) 5`- TTT GAA TGG CAA 

GCT CAC TG -3` e Reverse (antissenso) 5`- GGT GGA AAC CAA ATC CTC CT -3`. O 

produto da amplificação possui um tamanho de 180pb. 

 As reações foram analisadas em gel de agarose 2% (TAE 1X, 5V.cm-1) para 

comparação da intensidade das bandas. As quantidades de cDNA entre as plantas 

transgênicas foram ajustadas de modo a terem a mesma expressão para o gene 

GAPDH de modo a estarem perfeitamente normalizadas. 

 Após normalização, reações de PCR para identificar quais plantas transgênicas 

possuíam expressão do gene AtDdm1 foram realizadas de acordo com o seguinte 

procedimento: 94oC por 3 min; 29 ciclos: 30 segundos a 94oC, 30 segundos a 58oC, 40 

segundos a 72oC; extensão final a 72oC por 5 minutos. Os primers desenhados para 

detecção específica do gene Ddm1 do transgene foram Forward (senso) 5’- TCT GCC 

TGA CAT CTT TAC ATC ACA TGA T -3’ e Reverse (antissenso) 5’- GTA ATC TCT 

CCA ATA AGC GGA ATT TAC CAC - 3’. O fragmento gerado nas reações de PCR 

possui 461pb.  

 Avaliou-se também o nível de expressão do retrotransposon TE010. A reação de 

amplificação se procedeu conforme descrito a seguir: desnaturação inicial a 94oC por 3 

min; 29 ciclos: 30 segundos a 94oC, 30 segundos a 58oC, 1 minuto a 72oC; extensão 

final a 72oC por 5 minutos. O produto de PCR estimado foi de 1100pb. 
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 Os resultados das reações de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% 

(TAE 1X, 5V.cm-1). Analisou-se o nível de expressão do gene Ddm1 o nível de 

expressão do retrotransposon TE010 nas plantas transgênicas de cana-de-açúcar. 

Verificou-se ainda a possível correlação entre a expressão do gene Ddm1 e a 

expressão do retrotransposon TE010 para essas plantas. 

  

3.8 Análise da atividade dos LTR Retrotransposon em diferentes estágios do 

desenvolvimento in vitro  

 Durante o projeto SUCEST, foram identificados 68 elementos de transposição 

(ETs) em cana-de-açúcar, os quais foram agrupados em 11 famílias (DE ARAÚJO et 

al., 2005). Esses autores mostraram que dentre os elementos de transposição mais 

ativos estavam os LTR retrotransposon da família Hopscotch, sendo que essa atividade 

concentrava-se preferencialmente em células de calos (De Araújo et al., 2005). Calos é 

a principal fonte de células embriogênicas empregadas na transformação genética de 

cana-de-açúcar atualmente.  

 Zucchi et al. (2002) observaram que plantas de cana regeneradas in vitro a partir 

de meristemas apresentavam 7% de polimorfismo em relação ao seus clones não 

introduzidos in vitro.  Hirochika et al. (1996) mostraram durante a cultura de tecidos de 

arroz a ativação dos retrotransposons Tos10 e Tos17. O aumento do número de cópias 

do elemento Tos17 no genoma após longo período de cultura de tecidos e a inserção 

do deste na proximidade de genes altamente expressos indicou que a ativação e 

mobilização do Tos17 induzidas por cultura de tecidos provocou mutações. 

 Os elementos da classe I e autônomos, também conhecidos como LTR 

retrotransposons, realizam a sua transposição por intermédio de uma molécula de 

mRNA, podendo a expressão ser analisada pelo acúmulo de transcritos. Embora seja 

bem documentado que TEs estão expressos em nível elevado durante estágio de calos 

(ZUCCHI et al., 2002; DE ARAÚJO et al., 2005), pouco é conhecido sobre a regulação 

do acúmulo de seus transcritos e o perfil de expressão em diferentes estágios de 

desenvolvimento dos calos. Com o intuito de iniciar investigação do controle da 

expressão de TEs durante o desenvolvimento in vitro de cana-de-açúcar, analisou-se a 

expressão de 4 retrotransposons, os quais estão sumarizados na Tabela 2. O objetivo 
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dessa análise foi de verificar o padrão de expressão dos 4 LTR retrotransposons 

durante os estágio do desenvolvimento in vitro e identificar possíveis ações para melhor 

controle da atividade dos retrotransposons durante a cultura de tecidos, etapa 

indispensável da transformação genética de cana-de-açúcar. 

 
Tabela 2 - Detalhamento de quatro LTR Retrotransposons identificados por De ARAÚJO et al. (2005), 

que foram analisados quanto a suas atividades durante o desenvolvimento in vitro de cana-
de-açúcar 

N. Acesso Família Nome Tamanho (pb) Calo M. apical Folha (Palmito) Flor

DQ115018 Hopscotch TE010 1871 sim não sim sim

DQ115024 Hopscotch TE028 2915 sim sim não sim

DQ115036 Hopscotch TE070 1502 não sim sim não

DQ115033 Maggy TE053 2607 sim sim sim sim

Características do LTR Retrotransposon Tecido onde ocorre a expressão

 

 

3.8.1 Extração RNA total e síntese de cDNA para RT-PCR 

 Para a análise da atividade dos quatro LTR Retrotransposons e determinação da 

transposição de cada elemento (acúmulo do mRNA de cada retrotransposon) durante 

cada estágio do desenvolvimento in vitro de cana-de-açúcar, adotou-se a técnica do 

RT-PCR semi-quantitativo. Para detecção dos retroelementos, foram desenhados 

primers (iniciadores) (Tabela 3) de acordo com as ESTs disponíveis no NCBI (número 

de acesso de cada retrotransposon presente na Tabela 2) anotadas por De Araújo et al. 

(2005). 

 Os primers desenhados segundo a sequência completa do cDNA no GenBank 

(NCBI) foram analisados quanto a Tm (Temperatura de “melting”), a formação de 

dímeros (“cross-dimers” and “self-dimers”) e a formação de estruturas secundárias 

(“harpins”) pelo software VectorNTI (Invitrogen) .  
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Tabela 3 - Sequência dos primers desenhados para cada LTR retrotransposon, indicando o tamanho do 
fragmento esperado. 

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Fragmento 
Amplificado

1100pb

805pb

806pb

1200pb

5’- GTG GAG GCC AAG TCT GAT ACA  - 3’

5’- CAC TGA CGT TGT CGC AGT AGA  - 3’ 

5’- CAT GGA GGC CAA GTC TGA TAC  -3’

5’- CAC TGA CGT TGT CGC AGT AGA  -3’

5’- CTC AGG ATG TGT TGG CTC TGT  -3’

5’- GGA GGA AGA GTT GCA GTC ACA -3’

Elemento Primer Sequência

5’- TCG ACT ACG ATG AGA CCT TCA G  -3’

5’- TAG ACC GCA CTG ACG TTG TC  -3’ 
TE010

TE028

TE070

TE053
 

 

 Para verificação da atividade desses elementos durante todo o desenvolvimento 

in vitro da cultura, utilizou-se a variedade de cana-de-açúcar RB835486. Foram 

coletadas amostras de discos foliares antes de serem introduzidos no meio de cultura 

MS3c (Ro), de calos de 1 a 6 meses de subcultivo (R1 a R6), de calos na luz em início 

de regeneração (S1), de calos na luz com a formação das primeiras brotações (S2) e de 

plantas regeneradas in vitro (P). 

 As amostras, em triplicata, foram congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em freezer – 80oC antes de serem utilizadas para a extração do RNA. O 

RNA total foi extraído pelo método do Trizol Reagent (Invitrogen), de acordo com o 

método recomendado pelo fabricante. O RNA isolado foi analisado em gel de agarose 

1,0% (TAE 1X, 5V.cm-1) quanto a sua concentração (µg/µL) e integridade. 

Aproximadamente 5µg de RNA total foram tratados com Amplification grade DNAse I 

free of RNAse (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante, no intuito de 

eliminar possíveis contaminações com DNA genômico. 

 O RNA total tratado com DNAse I foi utilizado para a síntese do cDNA, por meio 

da enzima Improm-II Reverse Transcriptase (Promega), tendo o oligo(dT) como o 

primer da reação. 

 

3.8.2 Determinação do gene controle e normalização do cDNA 

 Anteriormente a análise de expressão dos LTR retrotransposons, o cDNA das 

amostras foi normalizado com dois genes controles. No entanto, inicialmente, quatro 

genes foram testados, os quais foram genes que codificam para as proteínas 
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gluteraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), a β-actina, RPL35.4 e Ubiquitina 2 

(UbiQ2) uma vez que careciam estudos relacionados à análise de expressão em calos 

de cana-de-açúcar. Segundo Iskandar et al. (2004), o gene GAPDH, dentre outros 

genes controles testados, como β-actina e subunidades ribossomais, foi o que 

apresentou maior uniformidade de expressão a partir do cDNA de diferentes tecidos de 

cana-de-açúcar. O gene de expressão constitutiva RPL35.4, responsável pela síntese 

da proteína L35.4 que compõe a subunidade ribossomal 60S (CALSA JR.; FIGUEIRA, 

2007), foi utilizado com sucesso na normalização do cDNA de folhas de cana-de-açúcar 

(JESUS, 2010).  

 Os primers de todos os genes controles para as reações de amplificação foram 

gentilmente cedidos pelo Dr. Fábio T. S. Nogueira. As reações de PCR para 

normalização do cDNA com todos os genes controles foram realizadas conforme o 

protocolo: desnaturação inicial a 94oC por 3 minutos; 23 ciclos: 30 segundos a 94oC, 30 

segundos a 58oC, 30 segundos a 72oC; extensão final a 72oC por 5 minutos. A 

sequência dos primers dos genes controles e o tamanho do fragmento amplificado para 

cada um destes genes está indicado na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Informações dos primers dos genes controles GAPDH, RPL35.4, β-actina e UbiQ2 utilizados 
para análise da normalização do cDNA 

 

Gene Controle Primer Sequência 
Fragmento 

Amplificado 

GAPDH Forward 
Reverse 

5`- TTT GAA TGG CAA GCT CAC TG -3` 
5`-GGT GGA AAC CAA ATC CTC CT -3` 180pb 

RPL35.4 Forward 
Reverse 

5'- CTG AAG ACG GAG AGG GAA AA -3' 
5'- GGC GAA GAG AAA CTA ACA C -3' 264pb 

β-actina Forward 
Reverse 

5`- CTT AGG TTG GAT CTT GCT GG -3` 
5`- TTA GAA GCA TTT TCG GTG GAC -3` 570pb 

UbiQ2 Forward 
Reverse 

5`- CTT CTT CTG TCC CTC CGA TG -3` 
5`- TCC AAC CCA AAC TGC TGC TC -3` 159pb 

 

 As reações de PCR dos genes controles foram analisadas em gel de agarose 2% 

(TAE 1X, 5V.cm-1) para comparação da intensidade das bandas entre as amostras 

(estágios R0 até P). Realizou-se o controle negativo de cada reação de PCR (RT 
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negativo) para garantir que confiabilidade nos resultados de expressão. 

  
3.8.3 Análise de expressão dos LTR Retrotransposons TE010, TE028, TE070 e 

TE053 

 Para a análise da atividade dos quatro LTR retrotransposons foram realizadas 

reações de PCR utilizando o mesmo volume de cDNA padronizado com os genes 

controle GAPDH e RPL35.4, após a normalização. 

 Procedeu-se inicialmente a reação de PCR para o elemento TE010, para 

otimização do número de ciclos. O protocolo adotado foi realizado conforme descrito a 

seguir: desnaturação inicial a 94oC por 3 minutos; 25 ciclos: 30 segundos a 94oC, 30 

segundos a 58oC, 1 minuto a 72oC; extensão final a 72oC por 5 minutos. Após as 

reações de PCR, as amostras do elemento TE010 foram analisadas em gel de agarose 

1% (TAE 1X, 5V.cm-1).  

 O mesmo procedimento realizado para o elemento TE010 foi adotado para os 

retrotransposon TE028, TE070 e TE053, no entanto, aumentou-se o número de ciclos 

para 27 para esses TEs. 

 Os calos utilizados para transformação genética de cana-de-açúcar são capazes 

de gerar embriões somáticos (revisão em LAKSHMANAN, 2006). Portanto, a presença 

de embriões somáticos sugere que tecidos desses calos altamente embriogênicos 

estão em fase de maior organização celular e próximos a fase inicial da brotação in 

vitro. Para avaliar se os TEs são ou não expressos nessa fase do desenvolvimento in 

vitro, além da caracterização morfológica, testou-se o uso do gene Kn1 de cana-de-

açúcar (SsKn1) como padrão molecular do desenvolvimento. O gene SsKn1 (acesso 

TC78851) foi identificado a partir do mRNA de milho no banco de dados do NCBI 

(acesso NM_001111966.2). O gene Kn1, homólogo ao KNOX de Arabidopsis, é 

determinante na formação do meristema apical e também atua na organização do 

mesmo. Diante disso, analisou-se sua expressão para determinar os estágios de 

formação dos embriões somáticos, já que possuem uma estrutura de meristema apical 

mais organizada do que calos ou estruturas mais desdiferenciadas. 

 A reação de PCR para verificação do nível de expressão do gene SsKn1 foi 

realizada de acordo com o seguinte procedimento: desnaturação inicial a 94oC por 3 

min; 28 ciclos: 30 segundos a 94oC para desnaturação, 30 segundos a 58oC para 
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anelamento dos primers e 30 segundos a 72oC para extensão; extensão final a 72oC 

por 5 minutos. Os primers utilizados para a amplificação são os seguintes: Forward 

(senso) – 5`- TGA CCT GAA GCA AAT CAA CAA CTG -3` e Reverse (antissenso) – 5` 

CGT GGT GTG AAA TGG AAG CAT C -3`. O fragmento amplificado esperado possui 

um tamanho de 193pb.  

 

3.8.4 A Análise de expressão dos genes SsDdm1 e SsMop1 

 Com o intuito de analisar dois genes chaves na regulação epigenética de 

elementos de transposição, os genes Ddm1 e Mop1 de cana-de-açúcar, que atuam 

respectivamente, no controle transcricional e pós-transcricional dos ETs, foram 

avaliados quanto à expressão e correlação com a atividade dos retrotransposons em 

estudo. 

 A obtenção da sequência e a análise filogenética do gene SsDDM1 foi detalhada 

no item 3.4. O gene SsMop1 (acesso TC86725) foi identificado no banco de dados do 

NCBI  a partir do seu homólogo em milho (acesso ABD72708.1). 

 A reação de PCR para detecção o nível de expressão do gene endógeno Ddm1 

(SsDdm1) foi realizada conforme o protocolo: desnaturação inicial a 94oC por 3 min; 28 

ciclos: 30 segundos a 94oC para desnaturação, 30 segundos a 58oC para anelamento 

dos primers e 30 segundos a 72oC para extensão; extensão final a 72oC por 5 minutos. 

Os primers utilizados para a amplificação são os seguintes: Forward (senso) – 5`- GCG 

AAT CCA GGC TCA CTT AG -3` e Reverse (antissenso) – 5` GCA GCT TCC AAA AGA 

TCA GG -3`. O fragmento amplificado possui um tamanho de 156pb. 

 A reação de PCR para análise da presença do gene SsMop1 foi realizada 

conforme o protocolo a seguir: desnaturação inicial a 94oC por 3 minutos; 28 a 40 

ciclos: 30 segundos a 94oC para desnaturação, 30 segundos a 58oC para anelamento 

dos primers e 30 segundos a 72oC para extensão; extensão final a 72oC por 5 minutos. 

Os primers utilizados na detecção do transgene foram: Forward (senso) – 5`- TTC TTC 

GGC AAG CTC TAA CC -3` e Reverse (antissenso) – 5`- GGT CCG AGG ACT TTT 

GTT GA -3`. O produto esperado na amplificação possui um tamanho de 144pb. 
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  Após as reações de PCR para os genes SsDdm1 e SsMop1 em cada estágio de 

desenvolvimento analisou-se os respectivos padrões de expressão em gel de agarose 

2% (TAE 1X, 5V.cm-1). 

 

3.9 Análise de expressão do TE010 em diferentes tecidos 

 As variedades de cana-de-açúcar comerciais, assim como a variedade 

RB835486, são na maioria das vezes alopoliploides derivados da hibridização 

interespecífica entre as espécies S. officinarum (2n = 70-140) e S. spontaneum (2n = 

36-128). Foi demonstrado que retrotransposons são também ativados pela hibridização 

interespecífica (KASHKUSH et al., 2002) e, consequentemente, contribuem para os 

rearranjos cromossomais e a modificação da expressão de genes adjacentes 

(KASHKUSH et al., 2003).  

 Diante disso, decidiu-se analisar a expressão do TE010 nas duas principais 

espécies que compõe o genoma dos híbridos interespecíficos atuais, S. officinarum e S. 

spontaneum. Avaliou-se para cada espécie a expressão na lâmina foliar e no ápice 

caulinar, compreendido pelo “leaf roll” (“palmito”) e o meristema apical. 

 Além disso, analisou-se o nível de expressão do retrotransposon TE010 em 

quatro diferentes tecidos da variedade RB835486 de cana-de-açúcar, os quais são 

representados por limbo foliar, bainha, “leaf roll” ou “palmito” e gema axilar.  

 A coleta das amostras para ambas as análises (nas duas espécies do gênero 

Saccharum e nos quatro diferentes tecidos da variedade RB835486) foi realizada em 

plantas com 1-2 meses de idades crescidas em casa-de-vegetação.  

 O congelamento dos tecidos em nitrogênio líquido, a extração do RNA total pelo 

método do Trizol, o tratamento do RNA total com DNAse I, a síntese de cDNA, a 

normalização com o gene controle SsGAPDH, assim como o procedimento realizado 

nas reações de PCR foram realizados da mesma maneira como descrito em detalhes 

no item 3.8.2. Porém, a única diferença refere-se ao número de ciclos empregados nas 

reações de PCR, que nesse caso passaram a ser 28 ciclos. 

Os resultados do nível de expressão do retrotransposon TE010 foram analisados 

em gel de agarose 2% (TAE 1X, 5V.cm-1). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Indução de calos embriogênicos e regeneração de plantas da variedade 

RB835486 

 

4.1.1 Meios de indução MS3c e ML1G1 

 Discos foliares da variedade RB835486 foram cultivados no escuro durante 30 

dias nos meios de cultura MS3c e ML1G1 para a indução de calos. Após esse período, 

avaliou-se a porcentagem de indução de calos embriogênicos (Figura 10) e a 

localização nos discos foliares (setores) em que os calos foram mais bem induzidos. As 

observações foram realizadas com auxílio de um estereomicroscópio para identificação 

das estruturas morfológicas. 
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Figura 10 - Representa a porcentagem de indução de calos em função do meio de cultura utilizado para a 

variedade RB835486. Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente 
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) 

 
 Em relação à formação dos calos, dos 150 discos introduzidos no meio MS3c 

131 formaram calos, o que proporcionou 87,3% de indução, mostrando-se melhor 

quando comparado ao meio ML1G1, o qual apresentou 62,7% de indução, equivalente 

a 94 discos dos 150 introduzidos no meio de cultura. Os resultados obtidos por esse 

experimento foram estatisticamente diferentes segundo teste de Tukey (P<0,05). 

 Na sequência, analisou-se a indução de calos em função dos setores, nos quais 

os discos foram subdivididos (Figura 2) e observou-se que para o meio de cultura MS3c 
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os setores 1, 2 e 3 não apresentaram diferença significativa na porcentagem de indução 

de calos, isto é, a posição do disco não interferiu na porcentagem de indução de calos 

induzidos em meio MS3c. No entanto, para o meio ML1G1, a maior porcentagem de 

indução de calos ocorreu no setor 1, indicando que a posição do disco interferiu na 

quantidade de calos induzidos (Figura 11), conforme inferência estatística pelo método 

de Tukey (P<0,05). 
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Figura 11 - Porcentagem de indução de calos, para a variedade RB835486, em função do meio de cultura 

e do setor em que ocorre a indução (setor). Tratamentos seguidos de letras diferentes 
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) 

 

 Entretanto, não foi analisada apenas a porcentagem de indução (parâmetro 

quantitativo), avaliou-se também a qualidade dos calos induzidos em função dos 

setores e do meio de cultura empregado, no intuito de obter calos morfogênicos 

altamente embriogênicos visando a transformação genética. Os calos inicialmente 

induzidos em cada setor foram separados e transferidos para meio fresco (manteve-se 

sempre o meio inicialmente utilizado na indução). A cada quatro semanas, os explantes 

foram subcultivados para meio fresco. Após o quarto subcultivo, analisou-se, então, a 

qualidade dos calos formados. Essa análise teve como fundamento as observações 

realizadas por Guiderdoni e Demarly (1988), que mostraram através de análises 

histológicas nos discos foliares que dois tipos de calos morfogênicos foram formados 

durante o processo de indução, um nodular e outro friável, os quais originaram de 
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regiões diferentes do explante (disco foliar) e apresentaram características morfológicas 

e histológicas distintas.  

 Com base nas características morfogênicas apontadas nesse estudo constatou-

se a presença de basicamente 3 tipos de calos, dois com características morfogênicas 

e outro com aspecto não morfogênico (Figura 12). Os calos com característica 

morfogênica foram diferenciados em dois tipos, o primeiro formado por calos 

embriogênicos altamente friáveis de coloração amarelo-clara, que apresentam rápida 

proliferação celular (Figura 12B); e o segundo, contendo calos embriogênicos de 

estrutura nodular e compacta, com coloração branca e opaca, e com grau de 

diferenciação maior (Figura 12C). Já o calo com aspecto não morfogênico apresentam 

calos translúcidos e mucilaginosos, de comportamento não morfogênico na maioria das 

vezes (Figura 12D). 

 Os calos com características morfogênicas foram principalmente induzidos no 

meio de cultura MS3c, sendo que os calos embriogênicos de aspecto nodular e 

compacto foram formados predominantemente no setor 3, enquanto os calos 

embriogênicos altamente friáveis e de rápida proliferação celular foram induzidos em 

grande maioria no setor 1 (folhas mais imaturas). Já para o meio de indução ML1G1, 

verificaram-se basicamente calos de aspecto não morfogênico para os três setores, 

porém no setor 1, eventualmente, ocorreu a formação de calos friáveis com 

característica embriogênica. 
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A B

C D  
Figura 12 - (A) Placa contendo basicamente dois tipos principais de calos da variedade RB835486: 

morfogênicos e não morfogênicos. (B) Calos morfogênicos de coloração amarelo-claro, 
altamente friáveis e de rápida proliferação celular. (C) Calos morfogênicos com estrutura 
nodular e compacta, de coloração branca e opaca. (D) Calos não morfogênicos, com 
aspecto mucilaginoso. Barra = 1mm 

 

 Verificou-se que para a variedade RB835486 o meio MS3c foi melhor na 

comparação com o meio ML1G1, pois apresentou melhor indução de calos com 

características morfogênicas, isto é, o meio MS3c proporcionou melhor formação de 

calos embriogênicos. Este meio também foi utilizado com sucesso para indução de 

calos embriogênicos em outras variedades brasileiras de cana-de-açúcar visando a 

transformação genética (FALCO; TULMANN NETO; ULIAN, 2000; MELOTTO-

PASSARIN, 2009). 

 

4.1.2 Teste de regeneração de plantas 

Apesar da regeneração de plantas de cana-de-açúcar a partir de calos ser 

geralmente realizada em meio desprovido de reguladores de crescimento e na 

presença de luz (TAYLOR et al., 1992; FALCO et al., 1996, 2000; MELOTTO-

PASSARIN, 2009) também pode ser potencializada através da aplicação de diferentes 

hormônios vegetais (CHENGALRAYAN; GALLO-MEAGHER, 2001). Aliado a isso, em 
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virtude da resposta morfogênica ser fortemente influenciada pelo genótipo, é 

fundamental que adaptações dos protocolos de regeneração sejam realizadas para 

cada cultivar a ser utilizada (CIDADE et al., 2006). 

 Calos embriogênicos da variedade RB835486, no estágio de subcultivo R4, 

induzidos em meio MS3c foram transferidos para os meios de regeneração MSAc 

(controle), SRM, ML1R3, ML1R4, na luz, sob 16 horas de fotoperíodo (intensidade 

luminosa de 50µmol.m-2.s-1) e a 27±1oC de temperatura, durante 30 dias. Analisou-se o 

número médio de brotações formadas e o número médio de plantas regeneradas por 

explante responsivo (Figura 13).  

 O número de brotações obtidas nos meios de regeneração ML1R4, MS e SRM 

foi estatisticamente idêntico, apresentando um valor médio de 8 brotações por explante. 

Já para o número de plantas regeneradas, o meio MSAc proporcionou a regeneração 

de 5,2 plantas por explante responsivo, sendo maior quando comparado aos demais 

tratamentos (Figura 13). Os meios ML1R4 e SRM, apesar do número de brotações 

iguais ao obtido no meio MS, apresentaram regeneração de plantas menor que o valor 

conseguido em meio MS, em virtude do baixo desenvolvimento das brotações 

formadas, isto é, apesar da formação de cerca de 8 brotações por explante, essas 

brotações  retardaram o desenvolvimento para formação de plantas (parte aérea e 

raízes desenvolvidas). Esse fato possivelmente ocorreu em virtude de um desequilíbrio 

hormonal proporcionado pela maior quantidade de NAA empregada nesses dois meios 

na regeneração, retardando o desenvolvimento das brotações para a formação das 

plantas, pois uma vez que as brotações induzidas nos meios ML1R4 e SRM foram 

transferidas para meio MSAc, estas rapidamente se desenvolveram e formaram 

pequenas plântulas, similarmente ao ocorrido quando os calos foram transferidos 

imediatamente ao meio MSAc. 
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Figura 13 - Análise da regeneração a partir de calos, da variedade RB835486, após 30 dias nos meios de 
regeneração, sob fotoperíodo de 16 horas. Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Análises estatísticas independentes 
para média de brotações e para média de plantas regeneradas (letras com cores diferentes) 

  

 Esse resultado confirmou os resultados de Taylor et al. (1992), Falco et al. (1996, 

2000) e Melotto-Passarin (2009) os quais concluíram que regeneração a partir de calos 

embriogênicos ocorreu preferencialmente em meio desprovido de reguladores de 

crescimento. 

 

4.1.3 Efeito da água de coco 

 O objetivo desse teste foi verificar se, para a variedade RB835486, a água de 

coco seria indispensável para indução eficiente de calos embriogênicos com 

capacidade de regenerar plantas e também se a água de coco poderia ser substituída 

por cinetina. A utilização de água de coco em meios de cultura possui controvérsias por 

não ter sua composição padronizada e mensurada. Alternativamente ao uso da água de 

coco (50ml.L-1) no meio de cultura MS3c, utilizou-se a dose de 0,1mg.L-1 da cinetina, a 

qual está relacionada ao aumento da divisão e proliferação celular durante a indução de 

calos in vitro (CALDAS et al., 1998). O uso desta citocinina em objeção ao uso água de 

coco tem sido realizado pelo fato da água de coco utilizada não possuir sua composição 

padronizada e mensurada, pois é sabido que, por se tratar do endosperma líquido do 

coco, a água de coco possui alguns biorreguladores vegetais como auxinas, citocininas 

e giberelinas, além de outros componentes orgânicos como açúcares e aminoácidos 

(CALDAS et al., 1998).  
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 Diante disso, foram analisados três meios de cultura (tratamentos) quanto à 

indução de calos morfogênicos: MS3c (controle), MS3 e MS3k. Discos foliares 

introduzidos em cada um dos três meios de cultura, incubados no escuro, foram 

subcultivados a cada 3-4 semanas e transferidos para meio fresco até o quarto 

subcultivo (estágio R4), momento no qual se analisou a porcentagem de indução de 

calo (Figura 14) e a qualidade dos calos formados. 

 Com base na porcentagem de indução de calos, ou seja, no número de 

explantes com calos formados, não houve diferença significativa entre os três meios 

testados. Analisando-se a qualidade dos calos, foi verificado que referente ao 

parâmetro oxidação, constatou-se um valor baixo os três meios de cultura avaliados, 

não havendo diferença significativa entre eles segundo inferência estatística de Tukey 

(P<0,05). Essa baixa oxidação constatada foi determinada, principalmente, pela adição 

do antioxidante ácido cítrico (150mg.L-1) ao meio de cultura (MS3c), o qual 

proporcionou resultados similares aos obtidos por Lakshmanan et al. (2006) e Melotto-

Passarin (2009) quando utilizaram a mesma concentração de ácido cítrico em seus 

respectivos meios de cultura de indução de calos. 

 No entanto, quando considerado a quantidade de calos morfogênicos, 

representado por calos embriogênicos, (Figura 4B e 4C), o meio MS3c com água de 

coco mostrou-se melhor na indução e formação desse tipo de calo em comparação aos 

meios MS3c sem água de coco e MS3c sem água de coco e suplementado com 

0,1mg.L-1 de cinetina, conforme verificado pelo método estatístico de Tukey (P<0,05). 
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Figura 14 - Porcentagem de indução de calos, de calos oxidados e de calos morfogênicos induzidos para 
a variedade RB835486, até o quarto repique (R4) em função do meio de cultura. Tratamentos 
seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) 

 

 Diante desses resultados de indução de calos, o meio MS3c (controle) mostrou-

se melhor na indução de calos embriogênicos até o subcultivo R4, sugerindo que a 

utilização da água de coco propiciou um melhor balanço entre os biorreguladores 

auxinas e citocininas para a proliferação celular e formação de calos altamente 

embriogênicos. Esse balanço entre a auxina sintética 2,4-D, utilizada no meio de 

indução MS3c, que é considerado mais efetivo para a indução de calos embriogênicos 

em cana-de-açúcar,  (HO; VASIL, 1983; CHEN et al., 1988; FITCH; MOORE, 1990; LIU, 

1993; CHENGALRAYAN; GALLO-MEAGHER, 2001; DESAI et al., 2004; 

LAKSHMANAN et al., 2006; HEERDT, 2008) e a água de coco, que geralmente 

apresenta um comportamento similar a adição de uma citocinina, devido a sua 

composição conter citocininas naturais (CALDAS et al., 1998; MELOTTO-PASSARIN, 

2009), foi, então determinante, para proporcionar rápida proliferação celular e manter o 

status de desdiferenciação, sem levar a diferenciação efetiva do tecido, levando a 

formação de calos altamente embriogênicos. 

 Entretanto, a regeneração de plantas a partir de calos embriogênicos ocorre 

geralmente em meio desprovido de reguladores de crescimento e na presença de luz 

(TAYLOR et al., 1992; FALCO et al., 1996, 2000; MELOTTO-PASSARIN, 2009), 

podendo ser potencializada por diferentes hormônios vegetais (CHENGALRAYAN; 

GALLO-MEAGHER, 2001).  
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 Diante disso, após a indução de calos nos meios de cultura MS3c, MS3 e MS3k, 

buscou-se avaliar se os calos embriogênicos (subcultivo R4) diferentemente induzidos, 

mas morfologicamente similares, apresentariam diferenças na capacidade de 

regeneração de plantas.  

 Após 30 dias em meio de regeneração MSAc, sob fotoperíodo de 16h 

(intensidade luminosa de 50µmol.m-2.s-1) e temperatura de 27±1ºC, analisou-se o 

número médio de brotações formadas, isto é, a parte aérea regenerada sem o sistema 

radicular desenvolvido; e o número médio de plantas regeneradas por explante (parte 

aérea e sistema radicular desenvolvidos) (Figura 15).  

 O número médio de brotações formadas e plantas regeneradas por explante 

obtido a partir dos calos embriogênicos no meio MS3c (controle de indução) ficou entre 

três a quatro vezes superior aos obtidos a partir dos calos morfogênicos nos demais 

meios de indução. O valor médio de brotações e de plantas regeneradas por explante 

responsivo foi, respectivamente, 8,7 e 6,3 (Figuras 15). Isso sugere concluir que apesar 

dos calos serem morfologicamente parecidos, o estado fisiológico e composição 

hormonal endógena, em virtude do balanço hormonal entre auxina e citocinina nos 

calos embriogênicos, potencializadas pela adição do 2,4-D (3,0mg.L-1) e da água de 

coco (50ml.L-1), possivelmente foram os causadores dessa melhor resposta 

regenerativa (Figura 16). 

 

0

2

4

6

8

10

Brotações Plantas Regeneradas

MS3c

MS3

MS3k

a

b
bb b

a

N
ú

m
er

o
 M

éd
io

 /
 E

xp
la

n
te

 

Figura 15 - Análise da regeneração a partir de calos R4, da variedade RB835486, após diferente indução 
de calos morfogênicos. Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente 
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Análises estatísticas independentes para média de 
brotações e para média de plantas regeneradas (letras com cores diferentes) 
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A B C
 

Figura 16 - Regeneração de plantas, da variedade RB835486, em meio MSAc após indução de calos 
embriogênicos em meio MS3c (A), MS3 (B) e MS3k (C) 

 Com o objetivo de obter maior controle da proliferação celular em cultura de 

tecidos e diferenciação celular em plantas, contribuindo para maior eficiência no 

processo de regeneração de plantas, verificou-se que os calos embriogênicos, da 

variedade RB835486, quando induzidos em meio MS3c, proporcionaram maior número 

de plantas regeneradas por explante responsivo, sendo assim, indicado para a indução 

e formação de calos embriogênicos visando rápida regeneração de plantas. 

 

4.1.4 Efeito da aplicação exógena do peptídeo hormonal sintético CLV3 na 

regeneração de plantas 

O dodecapeptídeo CLV3 se mostra geneticamente idêntico a proteína 

CLAVATA3, sendo responsável em suprimir a proliferação de células em gemas 

meristemáticas, tais como meristema apical e radicular (ITO et al., 2006; WILLIAMS et 

al., 2005), determinando o destino das células nesses meristemas, onde o balanço 

entre a divisão das células embrionárias e a diferenciação das células deve ser mantida 

para o crescimento vegetal (RYAN et al., 2002). 

 Para testar o efeito da aplicação do dodecapeptídeo CLV3 (RTVPSGPDPLHH) 

na regeneração de plantas, calos embriogênicos induzidos em meio MS3c, até o 

subcultivo R4, foram transferidos para o meio de regeneração MSAc suplementado com 

crescentes concentrações do peptídeo hormonal CLV3: 0, 1, 5, 10 e 25µM. Avaliou-se 

para cada tratamento o número médio de brotações formadas e o número médio de 

plantas regeneradas por explante responsivo. 
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 Após 15 dias nas placas em meio de regeneração, verificou-se que o número de 

brotações por explante foi maior no meio MSAc contento 25µM de CLV3, cuja dose 

representa a maior testada no experimento (Figura 17). Em relação ao controle (0µM de 

CLV3 – Figura 18A), houve uma aumento de 63,7% na quantidade média de brotações 

por explante responsivo. As concentrações de 1, 5 e 10µM de CLV3 (esta última 

concentração em detalhes na Figura 18B) não foram estatisticamente diferentes do 

controle.  Esse resultado sugere que a aplicação exógena de 25µM de CLV3 (Figuras 

18C e 18D) pode ter estimulado as células meristemáticas a seguirem uma rota de 

diferenciação, levando a maior formação dos primórdios foliares e posteriormente ao 

aumento das brotações formadas, devido a alocação das células meristemáticas para 

os primórdios foliares, conforme destacado por Müller et al. (2006). 
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Figura 17 - Análise da regeneração a partir de calos, da variedade RB835486, em meio MSAc 
suplementado com 5 concentrações do dodecapeptídeo CLV3. Tratamentos seguidos de 
letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Análises 
estatísticas independentes para média de brotações e para média de plantas regeneradas 
(letras com cores diferentes) 

 

 Em Arabidopsis, a concentração de 1µM do peptídeo CLV3 promoveu a redução 

do meristema apical. Já em arroz, a aplicação exógena do dodecapeptídeo CLV3 nas 

concentrações de 1µM e 5µM não apresentaram efeito na estrutura do meristema 

(KINOSHITA et al., 2007). Diversos estudos mostraram que o excesso de CLV3 pode 
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aparentemente promover diferenciação a partir de células (FIERS et al., 2005). Müller et 

al. (2006) mostraram que o aumento de CLV3 na região meristemática apical restringe 

o crescimento do meristema e promove a alocação das células da zona periférica do 

meristema para os primórdios foliares. 

 
Figura 18 - Fotografias obtidas em estereoscópio durante o processo de formação das brotações nos 

meios MSAc suplementado com 0µM (A), 10µM (B) e 25µM de CLV3 (C,D).  As estruturas 
em detalhe na imagem C assemelham-se a uma “rosa”, o que sugere possivelmente a 
diminuição da região meristemática e formação acentuada dos primórdios foliares 

 

 As brotações foram transferidas para meio MSAc e após 30 dias avaliou-se o 

número de plantas regeneradas por explante (Figura 19). As brotações formadas nos 

meios MSAc com 0µM (controle), 1µM, 5µM e 10µM de CLV3 foram estatisticamente 

iguais e apresentaram 67% mais plantas regeneradas que as brotações formadas no 

meio MSAc suplementado com 25µM de CLV3 (Figura 13). 
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Figura 19 - Plantas regeneradas em meio MSAc após 30 dias da transferência das brotações formadas 
nos meios MSAc com 0µM (controle), 1µM, 5µM, 10µM e 25µM, respectivamente 

  

 No entanto, o menor número de plantas regeneradas proporcionado pelo 

tratamento com 25µM de CLV3 foi devido a grande quantidade de brotações formadas 

e possivelmente ao fato de que o aumento do número de brotações foi devido a 

alocação das células meristemáticas para região de formação dos primórdios foliares, o 

que pode ter levada uma redução das células meristemáticas (controle negativo do 

gene WUS) e retardado o crescimento das plantas, conforme discutido por Müller et al. 

(2006). Após o período do experimento, verificou-se que as plantas com crescimento 

retardado, seguiram o desenvolvimento normal e formaram cerca de 40% mais plantas 

regeneradas em relação aos quatro primeiro tratamentos. 

 Sendo assim, a utilização do dodecapeptídeo CLV3 no controle do 

desenvolvimento de células meristemáticas pode levar a um incremento na 

diferenciação, podendo contribuir para uma maior eficiência no processo de 

regeneração de plantas. 

 

4.1.5 Efeito da aplicação exógena do peptídeo hormonal PSK-αααα na regeneração de 

plantas 

 Matsubayashi e Sakagami (2000) mostraram o efeito do peptídeo PSK-α no 

aumento da divisão celular e/ou a diferenciação celular. Recentemente, Ahmadabadi et 

al. (2007) utilizaram PSK-α na de regeneração de milho a partir de calos e obteram 

resultados satisfatórios, concluindo que a concentração otimizada de 30nM de PSK-α 



 86 

favoreceu não só a proliferação celular, mas também a formação de embriões e a 

regeneração de plantas.  

 Para analisar o efeito da aplicação do pentapeptídeo sulfatado fitosulfoquina alfa 

(PSK-α) na regeneração de plantas, calos embriogênicos induzidos em meio MS3c, até 

o subcultivo R4, foram transferidos para o meio de regeneração MSAc suplementado 

com crescentes concentrações do peptídeo hormonal PSK-α: 0, 15, 30 e 45nM. Foram 

avaliados para cada tratamento o número médio de brotações formadas e o número 

médio de plantas regeneradas por explante. 

 Após 30 dias de regeneração, tanto para a média de brotações formadas, quanto 

para a média de plantas regeneradas por explante, o meio de regeneração MSAc 

acrescido de com 30nM mostrou-se superior aos demais tratamentos, com os valores 

de 11 e 9.3, respectivamente (Figura 20). 

 A adição de PSK-α mostrou-se efetiva na proliferação celular (Figura 21), 

conforme relatado por Matsubayashi e Sakagami (2000). 
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Figura 20 - Análise da regeneração de plantas da variedade RB835486 a partir de calos embriogênicos 
em meio MSAc suplementado com 4 concentrações do pentapeptídeo sulfatado PSK-α . 
Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de 
Tukey (P<0,05). Análises estatísticas independentes para média de brotações e para média 
de plantas regeneradas (letras com cores diferentes) 
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C D  

Figura 21 - Brotações formadas e início da regeneração de após 15 dias dos calos embriogênicos da 
variedade RB835486 em meio MSAc acrescido de 0nM –controle- (A), 15nM (B), 30nM (C) e 
45 nM (D) do peptídeo hormonal PSK-α 

 

 O peptídeo PSK-α foi originalmente descrito como um peptídeo hormonal 

estimulador da regeneração em arroz (MATSUBAYASHI et al., 1997). Em milho, PSK-α 

apresentou ser ativo em concentrações de nanomolar, sendo a adição entre 30 e 75nM 

de PSK-α estimulou fortemente a embriogênese a partir de folhas imaturas na luz 

(AHMADABADI et al., 2007). Esses mesmos autores afirmaram que o sistema de 

cultura de tecidos empregado, utilizando PKS-α, poderia ser útil para regeneração de 

plantas visando um sistema de transformação genética.  

 Dessa forma, a utilização do pentapeptídeo sulfatado PSK-α pode ser importante 

no processo de cultura de tecidos de cana-de-açúcar, pois possibilita um aumento da 

proliferação celular e da regeneração de plantas, o que se traduz num efeito desejável 

visando a transformação genética de cana-de-açúcar. 
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4.2 Regeneração de plantas a partir de discos foliares 

 Segundo Lakshmanan et al. (2006) a utilização de secções transversais de folhas 

imaturas, denominados discos foliares, para regeneração direta de plantas ao invés da 

utilização de calos, mostrou-se favorável. Franklin et al. (2006) utilizando uma pré-

indução com 2,4-D nos explantes, também obtiveram regeneração de plantas. Snyman 

et al. (2006), mostraram a regeração de plantas a partir de embriogênese direta de 

discos foliares com e sem pré-formação de inflorescência. 

 Esses resultados indicam a possibilidade de redução do tempo para obtenção de 

plantas in vitro, comparados ao sistema que vem sendo amplamente utilizado visando a 

transformação genética de cana-de-açúcar, representado pelos calos embriogênicos. 

Essa rápida regeneração de plantas apresenta uma estratégia efetiva para 

substancialmente reduzir o período total in vitro ,assim como o período das culturas no 

estágio de calos, a fim de evitar ou minimizar a variação somaclonal, a qual representa 

um efeito indesejável para propagação comercial e transformação genética de cana-de-

açúcar (LAKSHMANAN et al., 2006). 

 Nesse contexto, discos foliares da variedade RB835089 pré-induzidos nos meios 

MS3c e ML1G1 por um período de 15 ou 30 dias, foram avaliados quanto ao número de 

brotações formadas e número de plantas regeneradas por explantes para os meios de 

regeneração MSAc, SRM, ML1R3, ML1R4. 

 Os dados referentes ao período de 15 dias de pré-indução (Figura 22), 

mostraram que os tratamentos com a pré-indução no meio MS3c e regeneração nos 

meios SRM e MS apresentaram, respectivamente, 8,63 e 9,93 brotações por explante 

responsivo; e 6,98 e 7,13 plantas regeneradas por explante responsivo. Os demais 

tratamentos apresentaram valores significativamente menores, tanto para número 

médio de brotações quanto para número médio de plantas regeneradas, conforme 

analisado pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 Para o experimento realizado com 30 dias de pré-indução (Figura 23), foi 

verificado que os tratamentos pré-induzidos com o meio MS3c e regenerados nos 

meios SRM e MS apresentaram, respectivamente, 6,96 e 5,20 brotações por explante 

responsivo; e 4,26 e 3,53 plantas regeneradas por explante responsivo. Os dois meios 

não apresentaram diferença estatística entre si, todavia apresentaram valores 
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superiores aos demais tratamentos quando comparados estatisticamente pelo teste de 

Tukey (P<0,05). 

 De acordo com os resultados obtidos, permite-se afirmar que para os discos 

foliares da variedade RB835089, a pré-indução por 15 dias em meio MS3c é a mais 

indicado, sendo que  tanto o meio SRM quanto o meio MS poderiam ser empregados 

para a regeneração de plantas. 

 O período total transcorrido para a regeneração de plantas desde a introdução 

dos explantes in vitro a partir dessa metodologia utilizando discos foliares foi de cerca 

de 6 a 8 semanas, enquanto que a partir de calos o período para obtenção de plantas 

varia de 10 a 12 semanas a partir da introdução em cultura de tecidos. A obtenção de 

plantas utilizando discos foliares como explantes não só reduziu o período in vitro, mas 

também minimizou o tempo de cultura no estágio de calos, fatores os quais estão 

fortemente relacionados ao fenômeno da variação somaclonal (HIROCHIKA et al., 

1993, 1996; 2000; ZUCCHI et al., 2002; LAKSHMANAN et al., 2006). 

 Sendo assim, a utilização de protocolos para obtenção rápida de plantas a partir 

de discos foliares, como realizado para a variedade RB835089, pode ser uma 

ferramenta estratégica na propagação comercial e transformação genética de cana-de-

açúcar uma vez que possibilita acelerar ambos os processos e evita ou minimiza as 

condições que potencializam a ocorrência de variação. 
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Figura 22 - Análise da regeneração de plantas da variedade RB835089, a partir de discos foliares pré-
induzidos por 15 dias. Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente 
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Análises estatísticas independentes para média de 
brotações e para média de plantas regeneradas (letras com cores diferentes). 
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Figura 23 - Análise da regeneração a partir de discos, da variedade RB835089, após 30 dias de pré-
indução. Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo 
teste de Tukey (P<0,05). Análises estatísticas independentes para média de brotações e 
para média de plantas regeneradas (letras com cores diferentes) 
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4.3 Estudo do gene Ddm1 para construção do vetor de transformação genética de 

cana-de-açúcar 

 

4.3.1 Análise in silico do gene AtDdm1 e da proteína AtDDM1 

 A análise in silico do gene Ddm1 de A. thaliana (AtDdm1) foi realizado no intuito 

de gerar informações para caracterização molecular e identificação da proteína DDM1. 

Comparou-se a proteína DDM1 de Arabidopsis com as proteínas de alguns membros 

pertencentes a família Poaceae, porém mais  próximas filogeneticamente a cana-de-

açúcar, como sorgo, milho e arroz, a fim de determinar a escolha do gene (responsável 

pela codificação da proteína) mais adequado para transformação genética de cana-de-

açúcar. 

 O lócus do gene AtDdm1 (acesso no TAIR pelo número AT5G66750) está 

localizado entre 26,64 e 26,66 Mb no cromossomo 5 de Arabidopsis. Possui o tamanho 

de 4123pb, apresentando 16 éxons e 15 íntrons (Figura 24A). A região codificadora do 

gene AtDdm1, representado pelo cDNA sintetizado a partir do mRNA, contendo apenas 

a ORF (traduzida do inglês, “Quadro Aberto de Leitura”, que representa a região entre o 

códon de iniciação e de terminação) possui 2295pb (número de acesso no GenBank: 

NM_126073.2. Figura 24B). Essa região do cDNA de AtDdm1 foi amplificada e clonada 

no plasmídeo pEP10 para a construção do vetor de transformação. 

 Este gene codifica uma proteína composta de 764 aminoácidos e de 

aproximadamente 86,6kDa (número de acesso no GenBank NP_201476.1). A proteína 

AtDDM1 apresenta três domínios conservados (Figura 24C), os quais a caracterizam 

como uma ATPase-dependente envolvida no remodelamento da cromatina com 

homologia às proteínas SWI2/SNF-2 e na metilação do DNA (JEDDELOH et al., 1999; 

BRZESKI et al., 2003). 
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Figura 24 - Caracterização do gene AtDdm1. (A) Lócus do gene Ddm1 no cromossomo 5 de Arabidopsis. 
Os blocos azuis representam os éxons e as linhas azuis os íntrons (B) Representa o mRNA 
não processado. A ORF representando o cDNA é mostrado apenas pelos blocos verdes. (C) 
Os domínios conservados presente na proteína AtDDM1 

 

4.3.2 Análise filogenética da proteína DDM1 na família Poaceae 

 Para análise de filogenia, a proteína DDM1 e do cDNA de A. thaliana (acessos 

NP_201476.1 e NM_126073.2, respectivamente) foram utilizados como referência na 

busca de proteínas com sequências similares, nas espécies da família Poaceae mais 

próximas a cana-de-açúcar. As sequências obtidas pela busca por meio da sequência 

do cDNA de Arabidopsis, foram depois traduzidas para sequência de proteína para a 

análise filogenética. A ferramenta de bioinformática utilizada na busca foi o BLAST, 

presente em diversos bancos de dados públicos como NCBI, TIGR, Chrom DataBase 

(arroz, sorgo e milho), Gramene (arroz, milho, sorgo, cana-de-açúcar), Phytozome 

(arroz e sorgo) e SUCEST (cana-de-açúcar). 

 Foram obtidas as sequências de aminoácidos das proteínas DDM1 das espécies 

da família Poaceae em estudo, como a proteína SsDDM1 (Saccharum spp., sequência 

gerada pela tradução da sobreposição de vários acessos – formação do “cluster”), duas 

proteínas em milho, ZmDDM1-1 e ZmDDM1-2, (Zea mays, números de acesso no 

ChromDB: CHR106  e no GenBank: NP_001105087.1), duas proteínas de arroz, 

OsDDM1-1 e OsDDM1-2 (Oryza sativa, números de acesso no GenBank: BAF34942.1 
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e BAF34945.1, respectivamente), duas proteínas hipotéticas de sorgo, SbDDM1-1 e 

SbDDM1-2 (Sorghum bicolor, sequências de proteínas geradas pela sobreposição de 

vários acessos, levando a formação de dois “clusters”). 

 Utilizando a proteína AtDDM1 como referência (“query”), as sequências das 

proteínas obtidas dos membros da família Poaceae foram alinhadas pelo algoritmo 

CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994), cujo programa é integrante do software Bioedit 

Sequence Alignment Editor (HALL, 1999)  (acesso do software pelo website: 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Os domínios conservados de cada 

proteína foram caracterizados, isolados e reagrupados formando uma “nova” sequência 

para cada proteína. Essas sequências (agora contento apenas os domínios 

conservados das proteínas) foram novamente alinhadas e a matriz de alinhamento das 

regiões conservadas foi importada para o programa MEGA4 versão 4.0 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis - TAMURA et al., 2007) para análise filogenética (Tabela 

4). 

 Analisou-se a matriz de identidade entre as proteínas selecionadas, cuja análise 

estima a convergência evolutiva entre os domínios conservados das proteínas DDM1 

obtidas (Figura 25). Para a construção da árvore filogenética e comparação evolutiva 

das sequências, foi utilizado o método de inferência "Neighbor-joining”, o qual teve o 

grau de confiabilidade testado pelo teste de bootstrap, cujo valor estabelecido foi 

equivalente a 1000 (FELSENSTEIN, 1985). 



 94 

Tabela 4 - Matriz de Identidade (%) entre as sequências de aminoácidos referente aos domínios 
conservados das proteínas DDM1 de espécies Poaceae e AtDDM1 

 

* As siglas presentes na tabela representam a espécies: At, A. thaliana; Aa, A. arenosa; Os, Oryza sativa; 
Zm, Zea mays; Sb, Sorghum bicolor; Ss, Saccharum spp. 

 

 

Figura 25 - Árvore obtida pelo método de inferência “Neighbor-joining” dos aminoácidos dos domínios 
conservados entre as espécies da Família Poaceae e de A. thaliana. Números indicam as 
porcentagens de bootstrap. At, A. thaliana; Aa, A. arenosa; Os, Oryza sativa; Zm, Zea mays; 
Sb, Sorghum bicolor; Ss, Saccharum spp. 

 
 Foi observado que sorgo, milho e cana-de-açúcar se localizam num clado 

separado, porém próximo, do clado no qual as proteínas de arroz se encontram. A. 

thaliana e A. arenosa, por serem espécies pertencentes a família das dicotiledôneas, 

estão num clado ainda mais distante (Figura 25. Apesar das proteínas AtDDM1 e 

SsDDM1 serem evolutivamente distantes, possuem 62,4% de identidade dos 
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aminoácidos (em seus domínios conservados), mostrando que as proteínas são 

altamente conservadas (Tabela 4). 

 Em virtude dos resultados de filogenia obtidos, associado ao fato da sequência 

do cDNA em cana-de-açúcar não estar completa e, principalmente pela grande 

quantidade de estudos com a proteína DDM1 de Arabidopsis (VONGS et al., 1993; 

JEDDELOH et al., 1998, 1999; HIROCHIKA et al., 2000; BRZESKI et al., 2003; 

LIPPMAN et al., 2003; SAZE et al., 2008), optou-se por utilizar a região codificante do 

gene de Ddm1 de A. thaliana (cDNA) para a realização da construção pEP10 

objetivando a transformação genética de cana-de-açúcar. 

 

4.4 Transformação genética de Cana-de-Açúcar 

 O método de biolística empregado na co-transformação genética das variedades 

RB835486 e RB835089 com os plasmídeos pHA9 e pEP10 proporcionou um total de 34 

plantas transgênicas contendo os genes neo e AtDdm1. Destas 34 plantas 

transgênicas, 24 foram obtidas a partir de calos embriogênicos (Tabela 5), enquanto 10 

plantas foram regeneradas a partir de discos foliares (Tabela 6). 

 Dos 402 calos embriogênicos (com aproximadamente 2mm3 de dimensão) 

bombardeados para a variedade RB835089 foram regeneradas em meio seletivo 

(30mg.L-1 de geneticina) 24 plantas, sendo 23 confirmadas, por PCR, para o gene neo. 

Por sua vez, a presença do gene AtDdm1 foi confirmada, por PCR, em 8 das 23 plantas 

transgênicas analisadas que continham o gene neo. Para a variedade RB835486, dos 

379 calos embriogênicos bombardeados foram obtidas 55 plantas tolerantes a 

geneticina, das quais 52 possuíam de fato o gene neo. Dessas 52 plantas transgênicas 

confirmadas por PCR para o gene neo, 16 plantas também tiveram a presença do gene 

AtDdm1 confirmada.  

 A eficiência total de transformação para calos (Tabela 5), representada pela 

relação entre o número de plantas regeneradas confirmadas por PCR para ambos os 

genes (neo e AtDdm1) dividido pelo número total de calos bombardeados, foi de 2% 

para a variedade RB835089 e de 4,2% para a variedade RB835486. Esses resultados 

obtidos foram ligeiramente superiores aos resultados apresentados por Melotto-

Passarin (2009), cujos valores médios da transformação por biolística de calos 



 96 

embriogênicos foram de 0,9 e 1,12% para a variedade RB835089. Barbosa (2010), na 

co-transformação de calos embriogênicos, da variedade RB835486, com os genes neo 

e comt(AS), conseguiu plantas transgênicas apenas para o gene neo. Li, Pan e Xu 

(2003) obtiveram 1,22% de eficiência de transformação em linhagens de cana-de-

açúcar para os genes LEAFY e neo. Por outro lado, Arvinth et al. (2010) atingiram 10% 

de eficiência de transformação para os genes cry1Ab e bar, entretanto, os dois genes 

estavam presentes na mesma construção.  

 

Tabela 5 - Resultado da co-transformação de calos embriogênicos das variedades RB835486 e 
RB835089 de cana-de-açúcar pelo método da biolística com os plasmídeos pHA9 e pEP10, 
contendo os gene neo e AtDdm1, respectivamente 

Variedade Tecido alvo Placas 
Bombardeadas 

Total de 
Explantes 

Bombardeados 

Plantas 
Tolerantes a 
Geneticina 

Plantas 
PCR (+) 

neo 

Plantas    
PCR (+) 

neo/AtDdm1 

RB835089 Calos 6 402 24 23 8 

RB835486 Calos 6 379 55 52 16 

Total 12 781 79 75 24 

       

Variedade Tecido alvo 
Eficiência de 

Transformação  
(%)a 

Eficiência de              
Co-transformação  

(%)b 
% Escapesc  

RB835089 Calos 2,0 34,8 4,2 

RB835486 Calos 4,2 30,8 5,4 

Média Ponderadad 3,1 32,8 4,6 

a A eficiência de transformações representa o total de plantas PCR (+) para os genes neo/AtDdm1 
dividido pelo total de explantes bombardeados. 
bA eficiência de co-transformação é a relação entre o total de plantas PCR (+) para os genes neo/AtDdm1 
dividido pelo total de plantas PCR (+) para o gene neo. 
c A porcentagem de escapes representa a diferença do número de plantas tolerantes a geneticina e o 
número de plantas PCR(+) para o gene neo dividido pelo número de plantas tolerantes a geneticina. 
dA média ponderada é calculada pela média geométrica dos valores de porcentagem obtidos em relação 
ao número de placas bombardeadas 
 

 Falco et al. (2000) registrou 133 plantas resistentes a geneticina (gene neo) e ao 

herbicida glufosinato de amônio (gene bar) em 132 placas de calos embriogênicos 

bombardeados. Esse resultado compara-se ao apresentado em calos da variedade 
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RB835089, que foi de 8 plantas transformadas em 6 placas bombardeadas. Já para a 

variedade RB835486, o número de plantas confirmadas para os genes neo e AtDdm1 

nas 6 placas bombardeadas mostrou-se superior, com 16 regeneradas. Entretanto, a 

comparação dos resultados baseando-se apenas no número de placas pode levar a 

falsas interpretações, pois pode haver variação de peso e/ou número de calos 

bombardeados por placa. 

 Em relação a transformação genética dos discos foliares (Tabela 6), dos 173 

discos bombardeados para a variedade RB835089 foram obtidas 9 plantas regeneradas 

em meio seletivo (30mg.L-1 de geneticina), sendo todas confirmadas, por PCR, para o 

gene neo. Por sua vez, a presença do gene AtDdm1 foi confirmada, por PCR, em 3 das 

9 plantas transgênicas que continham o gene neo. Para a variedade RB835486, dos 

125 discos foliares que sofreram disparos foram obtidas 23 plantas tolerantes a 

geneticina, das quais 22 possuíam de fato o gene neo. Dessas 22 plantas transgênicas 

confirmadas para o gene neo, 7 plantas também tiveram a presença do gene AtDdm1 

confirmada. 
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Tabela 6 - Resultado da co-transformação de discos foliares das variedades RB835486 e RB835089 de 
cana-de-açúcar pelo método da biolística com os plasmídeos pHA9 e pEP10, contendo os 
gene neo e AtDdm1, respectivamente 

Variedade Tecido alvo Placas 
Bombardeadas 

Explantes 
Bombardeados 

Plantas 
Tolerantes a 
Geneticina 

Plantas 
PCR (+) 

neo 

Plantas    
PCR (+) 

neo/AtDdm1 

RB835089 Discos 15 173 9 9 3 

RB835486 Discos 12 125 23 22 7 

Total 27 298 32 30 10 

       

Variedade Tecido alvo 
Eficiência de 

Transformação  
(%)a 

Eficiência de              
Co-transformação  

(%)b 
% Escapesc  

RB835089 Discos 1,7 33,3 0 

RB835486 Discos 5,6 31,8 4,3 

Média Ponderadad 3,4 32,6 1,9 

aA eficiência de transformações representa o total de plantas PCR (+) para os genes neo/AtDdm1 dividido 
pelo total de explantes bombardeados. 
bA eficiência de co-transformação é a relação entre o total de plantas PCR (+) para os genes neo/AtDdm1 
dividido pelo total de plantas PCR (+) para o gene neo. 
cA porcentagem de escapes representa a diferença do número de plantas tolerantes a geneticina e o 
número de plantas PCR(+) para o gene neo dividido pelo número de plantas tolerantes a geneticina. 
dA média ponderada é calculada pela média geométrica dos valores de porcentagem obtidos em relação 
ao número de placas bombardeadas  
 

 A eficiência total de transformação em discos foliares (Tabela 2), representada 

pela relação entre o número de plantas regeneradas confirmadas por PCR para ambos 

os genes (neo e AtDdm1) dividido pelo número total de discos bombardeados, foi de 

1,7% para a variedade RB835089 e de 5,6% para a variedade RB835486. Esses 

resultados assemelham-se aos valores de eficiência obtidos por Jesus (2010) e 

Barbosa (2010) para discos foliares da variedade RB835486, os quais foram 

respectivamente, 2,85% e 9,9% (esse último, média entre os valores de 4,4% e 15,5% 

obtidos em diferentes experimentos de transformação). 

 Em relação à eficiência de co-transformação, a qual se refere ao número de 

plantas confirmadas por PCR para o gene neo que de fato também receberam o gene 

AtDdm1, obteve-se para calos embriogênicos a eficiência de 34,8% para a variedade 
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RB835089 e de 30,8% para a variedade RB835486. Enquanto que para discos, os 

valores de eficiência de co-transformação foram de 33,3% para a variedade RB835089 

e de 31,8% para a variedade RB835486. Os resultados obtidos de eficiência de co-

transformação foram praticamente iguais independente da variedade e do explante 

utilizado na transformação. 

 Falco et al. (2000) mostraram em calos bombardeados uma eficiência de co-

transformação de 95% para os genes neo e bar. Bower et al. (1996) relataram que 67 a 

79% das plantas tolerantes a geneticina também apresentavam a presença do gene luc 

(luciferase). Barbosa (2010), usando os genes neo e comt(AS) na transformação de 

discos foliares da variedade RB835486 em dois experimentos realizados, obteve 

eficiências de co-transformação de 12% e 38,9%. Ainda para discos da mesma 

variedade, Jesus (2010) conseguiu para os genes neo e AQUA_SI uma eficiência de 

co-transformação equivalente a 31%. Esses dois últimos resultados apresentaram 

similaridade em relação aos dados obtidos. 

 Melotto-Passarin (2009) apresentou que a eficiência de co-transformação com os 

genes neo (vetor pHA9 – 5743pb) e AtBI-1 (vetor pDM8 – 4585pb) foi de 83%, 

enquanto que essa eficiência para os genes neo (vetor pHA9 – 5743pb) e AtBI-1 (vetor 

pDM9 – 5764pb) diminuiu para 71%. Este resultado pode explicar a razão pela qual a 

eficiência de co-transformação para os genes neo (vetor pHA9 – 5743pb) e AtDdm1 

(vetor pEP10 – 7632pb) atingiu valores médios de 34%. A explicação pode estar no 

tamanho dos vetores e na quantidade de DNA aplicada no preparo das partículas 

utilizados durante a co-transformação de calos e discos foliares. A relação entre o peso 

molecular e o tamanho do plasmídeos não foram levados em consideração durante o 

preparo das partículas, ou seja, cerca de 5µg de DNA de cada plasmídeo foi utilizado 

no preparo, no entanto há uma diferença no tamanho dos vetores empregados nos 

bombardeamentos. O plasmídeo pHA9 possui 5743pb, enquanto o  plasmídeo pEP10 

contém 7632pb, representando um valor 33% maior, o que na prática conferiu um 

número menor de cópias do vetor pEP10 ao preparo de partículas para co-

transformação quando comparado ao vetor pHA9. Segundo Altpeter et al. (2005), 

quanto maior a tamanho do vetor utilizado na transformação por biolística maior a 
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dificuldade de obter transformantes estáveis, isto é, a incorporação do transgene no 

genoma vegetal é dificultada.  

 A porcentagem de escapes, isto é, a quantidade de plantas regeneradas em 

meio seletivo contendo 30mg.L-1 de geneticina, mas que não foram confirmadas por 

PCR para o gene neo, foi para a variedade RB835089 de 4,2% para calos e de zero 

para discos. Enquanto para a variedade RB835486, a porcentagem de escapes foi de 

5,4% para calos e 4,3% a partir de discos. Esses resultados assemelham-se aos 

valores obtidos por Falco et al. (2000) e Jesus (2010). Falco et al. (2000) mostrou que 

cerca de 3% das plantas regeneradas a partir de calos em meio seletivo contendo 

geneticina eram escapes. Já Jesus (2010), na seleção de discos em meio seletivo 

contendo 30mg.L-1, garantiu a ausência de escapes. No entanto, os valores recentes 

obtidos por Melotto-Passarin (2009) mostraram que as porcentagens de escapes para 

dois experimentos envolvendo a transformação de calos por biolística foram de 14% e 

32,3% para o antibiótico geneticina, similarmente ao que foi obtido por Barbosa (2010) 

na mesma seleção, porém com discos foliares.  

 Nesse contexto, o valor médio de escapes para calos e discos que foi de 2,8% 

representou um valor relativamente baixo, indicando que o método de seleção realizado 

com o antibiótico geneticina para calos embriogênicos e discos foliares das variedades 

RB835089 e RB835486 foi eficiente, confirmando os resultados de Birch et al. (1996), 

Arencibia et al. (1998), Falco et al. (2000) e Xu et al. (2008). 

 A Figura 26 representa um esquema geral das etapas do processo de 

transformação genética pelo método da biolística realizado pelo acelerador de 

micropartículas (Figura 26A) para calos embriogênicos (Figura 26B, D e F) e discos 

foliares (Figura 26C, E e G) cana-de-açúcar. A transformação foi realizada pelo método 

de co-transformação, utilizando os vetores pHA9 (gene neo) e pEP10 (gene AtDdm1), 

sendo os explantes bombardeados selecionadas em 30mg.L-1 de geneticina durante 3 a 

4 ciclos de seleção (repiques realizados a cada 3 semanas) até serem aclimatadas na 

sala de cultura (Figura 26H) e depois transferidas para casa-de-vegetação (Figura 26I). 
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 Figura 26 - Esquema representativo do processo de transformação genética de cana-de-açúcar por 
biolística, a partir de calos embriogênicos e discos foliares. A: Acelerador de micropartículas 
modelo PDS-1000/He Biolistic

®
 Delivery System (BIO-RAD). B: Calos embriogênicos em 

meio osmótico prontos para serem bombardeados. C: Discos de palmito em meio MS3cAC 
com 250mg.L-1 de cefotaxima, momentos antes do disparo. D e E: Seleção de calos (D) e 
discos (E) em meio de regeneração contendo 30mg.L-1 de geneticina. F e G: Regeneração 
de plantas a partir de calos (F) e discos (G) em meio seletivo. H e I: Plantas transgênicas 
em aclimatação na sala de cultura (H) e em casa de vegetação (I) 
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 O método de transformação por biolística mostrou-se rápido e prático, mas que 

requer cuidados adicionais no preparo de partículas e precipitação destas nas 

membranas carreadoras, evitando a formação de aglomerados de partículas, pois 

podem ocasionar severos danos físicos aos tecidos alvos, conforme reforçado por 

Melotto-Passarin (2009). Além disso, a seleção rigorosa e cuidadosa dos explantes 

alvos na transformação foi determinante para as eficiências de transformação obtidas. 

Calos embriogênicos nos estágios mais friáveis, altamente embriogênicos e com 

coloração amarelo-claro, possuem proliferação celular rápida e citoplasma mais denso 

(GUIDERDONI et al., 1988; FALCO et al., 1996), condições que podem, 

respectivamente, favorecer a integração do DNA no genoma celular e o direcionamento 

do DNA bombardeado ao núcleo. Discos foliares, pré-induzidos por 15 a 21 dias, 

apresentando calos com características morfológicas de rápida proliferação celular 

distribuídos em toda superfície dos discos, associada a seleção em geneticina na 

seleção dos discos foliares, promoveu melhor desenvolvimento inicial das brotações, 

favorecendo a regeneração das plantas em meio seletivo, além de manter baixo o 

número de escapes. 

 O tempo médio para obtenção de plantas transgênicas de cana-de-açúcar por 

biolística utilizando calos embriogênicos variou de 5 a 6 meses, enquanto o período 

médio para obtenção de plantas transgênicas empregando mesma metodologia de 

transformação, mas utilizando discos foliares foi de 3 a 4 meses. 

 O uso de discos foliares (LAKSHMANAN et al., 2006) associado ao pré-

tratamento com 2,4-D (FRANKLIN et al., 2006) parece ser uma ferramenta promissora 

para transformação genética de cana-de-açúcar, pois permite a obtenção de plantas de 

maneira mais rápida quanto comparada aos calos, além de ser um método que 

minimizando o período das culturas in vitro no estágio de calos, pois o longo período in 

vitro e, principalmente, no estágio de calos são fatores que estão fortemente 

relacionados ao fenômeno da variação somaclonal (HIROCHIKA et al., 1993, 1996, 

2000; ZUCCHI et al., 2002; LAKSHMANAN et al., 2006).  
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4.4.1 Confirmação das plantas transgênicas por PCR 

 As plantas regeneradas em meio seletivo antes de serem confirmadas como 

eventos de transformação foram chamadas de plantas candidatas ou transgênicas 

putativas. O DNA das 111 plantas tolerantes a geneticina foi extraído e quantificado 

antes de ser submetido às reações de PCR. Inicialmente, analisou-se a integração do 

gene neo, presente no plasmídeo pHA9. 

 Conforme mostrado em detalhes na Tabela 5 e 6 (item 4.1), das 111 plantas 

candidatas analisadas para o gene neo, 105 plantas foram confirmadas quanto a 

integração do gene neo no genoma vegetal. A Figura 27 representa um dos géis de 

agarose (1,2%) contendo 23 plantas confirmadas para o gene neo dentre as 105 

confirmadas pela amplificação do fragmento de 437pb. Como controle negativo das 

reações utilizou-se a água ou branco (mix da reação apenas) e plantas de cana-de-

açúcar não transformadas ou selvagens (WT). Para o controle positivo, aplicou-se o 

plasmídeo correspondente ao gene a ser detectado, isto é, o plasmídeo pHA9 referente 

ao gene neo. 
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437pb

437pb

500pb
400pb

500pb
400pb

L       1       2       3        4        5       6       7        8        9       10      11     12      C- C+

L       13      14     15     16     17     18     19     20      21     22     23     WT    C+

 

Figura 27 - Fotografia obtida de um gel de agarose (1,2%) referente ao resultado das reações de PCR 
realizadas para análise da integração do gene neo nas plantas candidatas. L: 1Kb DNA 
ladder plus; amostras 1 a 6: plantas putativas regeneradas a partir de calos da variedade 
RB835089; amostras 7 a 9: plantas putativas regeneradas a partir de discos foliares da 
variedade RB835089; amostras 10 a 18: plantas candidatas obtidas de calos da variedade 
RB835486; amostras 19 a 23: plantas candidatas obtidas de discos da variedade RB835486; 
C-: controle negativo da reação; C+: controle positivo (plasmídeo pHA9); WT: controle 
negativo representado por planta não transformada (ou selvagem) 

 

 Para análise da integração do gene AtDdm1, foram realizadas as reações de 

PCR para as 105 plantas anteriormente confirmadas para o gene neo. Segundo 

informações contidas na Tabela 1, das 105 plantas confirmadas por PCR para o gene 

neo, 34 também continham o gene AtDdm1 integrado no genoma. Assim como adotado 

para a amplificação do gene neo, os primers para o gene AtDdm1 foram desenhados de 

modo a amplificarem unicamente o transgene inserido no genoma. O fragmento 

amplificado foi de 605pb, tendo o primer Forward (senso) anelando na região do íntron 

do promotor Ubi-1 e o primer Reverse (antissenso) anelamento na sequência do gene 

AtDdm1. A Figura 28 representa um gel de agarose (1,2%) como o resultado da reação 

de PCR para 16 plantas co-transformadas com o gene neo e AtDdm1. Os controles 

negativos das reações foram a água (mix da reação de PCR apenas) e planta de cana-

de-açúcar não transformada ou selvagem (WT), enquanto que o controle positivo 

refere-se ao plasmídeo pEP10, que contém o gene AtDdm1. 
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L       1       2       3        4       5       6       7       8       9      10      11     12     13     14     15     16 C- WT    C+

 

Figura 28 – Fotografia obtida de um gel de agarose (1,2%) referente ao resultado das reações de PCR 
realizadas para análise da integração do gene AtDdm1 nas plantas anteriormente 
confirmadas para o gene neo. L: 1Kb DNA ladder plus; amostras 1 a 4: plantas putativas 
obtidas de calos da variedade RB835089; amostras 5 e 6: plantas putativas obtidas de 
discos foliares da variedade RB835089; amostras 7 a 13: plantas candidatas obtidas de 
calos da variedade RB835486; amostras 14 a 16: plantas candidatas obtidas de discos da 
variedade RB835486; C-: controle negativo da reação; C+: controle positivo (plasmídeo 
pEP10); WT: controle negativo das amostras, planta não transformada ou selvagem 

 Após a confirmação da integração dos transgenes contendo o gene neo e 

AtDdm1 no genoma das variedades RB835089 e RB835486 de cana-de-açúcar, as 34 

plantas transgênicas foram transferidas para meio MSAc fresco e sem adição de agente 

seletivo para estimular o perfilhamento in vitro das plântulas. Das 34 plantas 

transgênicas para ambos os genes, cerca de 10 plantas já possuíam cerca de 2 a 3 

perfilhos cada e, desta forma, um dos perfilhos de cada evento de transformação foram 

coletados e transferidos do ambiente in vitro para aclimatação na própria sala de 

cultura. Antes da transferência das plantas para substrato, as raízes das plantas foram 

lavadas em água corrente para retirada do excesso de meio de cultura presente. As 

plantas em aclimatação foram cobertas por um plástico transparente para manutenção 

da umidade relativa. Os vasos com as plantas em aclimatação foram mantidos na sala 

de crescimento com fotoperíodo de 16h (intensidade luminosa de 30µmol.m-2.s-1 e sob 

temperatura de 27±1ºC. A irrigação foi realizada por capilaridade, ou seja, os vasos 

foram colocados por alguns segundos em uma bandeja contendo água para ascensão 

desta por capilaridade. Após duas semanas em aclimatação, as plântulas de cana-de-

açúcar foram finalmente transferidas para vasos maiores na casa de vegetação. 

 

 

 

 

605pb 650pb 
500pb 
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4.4.2 Confirmação da integração do gene AtDdm1 via sequenciamento 

 Após o sequenciamento, as sequências de DNA das 4 plantas transgênicas, 

referentes ao fragmento amplificado por PCR para o gene AtDdm1, foram analisadas 

pela ferramenta BLAST presente no banco de dados do NCBI (Genbank).  

  As sequências geradas pelo banco de dados do NCBI mostraram que as 

sequências de DNA analisadas, pertencentes as plantas transgênicas (“query”), 

referem-se ao cDNA do gene Ddm1 de Arabidopsis (acesso NM_126073), o qual foi 

utilizado na construção do vetor pEP10 (Figura 29). O resultado também apresenta que 

o gene AtDdm1 presente no banco de dados apresentou 100% de identidade com os 

fragmentos de  DNA sequenciado. Além disso, o indicador de confiabilidade “E-value”, 

que indica a probabilidade desse fragmento amplificado das plantas transgênicas não 

ser o gene Ddm1 de Arabidopsis apresentou o valor “zero” (dado não mostrado), 

confirmando que a banda amplificada das plantas transgênicas realmente é de fato o 

gene referente a AtDdm1 inserido via transformação genética. 

 
Figura 29 - Resultado obtido através da ferramenta BLAST no banco de dados do NCBI (GenBank) após 

análise da sequência do produto de PCR gerado de 4 plantas transgênicas avaliadas quanto 
a presença do gene AtDdm1. A seta aponta a identidade de 100% das bases entre a 
sequência do gene Ddm1 de Arabidopsis presente no banco de dados e a sequência 
analisada (“query”) 
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4.4.3 Normalização e Análise de Expressão do Gene AtDdm1 

 No intuito de verificar a expressão do transgene AtDdm1 nas plantas 

transgênicas que apresentaram PCR positivo para os gene neo e AtDdm1, 14 plantas 

dentre essas 34 transgênicas obtidas foram selecionadas de maneira representativa, a 

qual contemplou 6 plantas transgênicas da variedade RB835089 (sendo 4 originadas de 

calos e 2 de discos)  e 8 plantas  transgênicas da variedade RB835486 (sendo 5 

originadas de calos e 3 de discos), para análise de expressão por RT-PCR semi-

quantitativo.  

 O RNA total extraído das 14 plantas transgênicas selecionadas e da planta 

controle não transformadas foi analisado em gel de agarose 1,0% (TAE 1X, 5V.cm-1) e 

indicou integridade e boa qualidade do RNA obtido (Figura 30).  

1  2       3       4      5       6       7      8       9      10    11     12     13     14    WT

 
Figura 30 - Fotografia obtida do gel de agarose (1,0%) corado com brometo de etídeo referente ao RNA 

total extraído, pelo método do Trizol, de 14 plantas transgênicas para o gene neo e AtDdm1 
(amostras 1 a 14) e 1 planta controle não transformada (WT) 

 

 O RNA total, após o tratamento com DNAse I, foi submetido a reação de PCR 

(controle negativo da reação), para verificar se o RNA tratado está livre de DNA 

genômico e garantir que os resultados de expressão são de fato resultantes apenas das 

amostras de cDNA e não de possíveis contaminantes. O controle negativo realizado 

com o gene SsGAPDH mostrou não haver amplificações em nenhuma das 15 amostras 

de RNA tratrado, sugerindo que o RNA após o tratamento com DNAse I estava livre de 

contaminações com o DNA genômico (Figura 30-(1)). 

 Antes da análise de expressão para o gene AtDdm1, foi realizado a normalização 

por PCR, das 15 amostras de cDNA sintetizadas, para o gene gliceraldeído 3-fosfato 



 108 

desidrogenase (GAPDH). Segundo Iskandar et al. (2004), o gene GAPDH, dentre 

outros genes controles utilizados como β-actina e subunidades ribossomais, foi o que 

obteve maior uniformidade na expressão do mRNA em diferentes tecidos de cana-de-

açúcar. O resultado final da normalização dos cDNAs com o gene controle GAPDH, 

representado pela mesma intensidade das bandas entre as amostras, visualizado em 

gel de agarose 2% (fragmento amplificado de 180pb), pode ser observado na Figura 30- 

(2). 

  Por meio da normalização, estabeleceu-se a concentração (diluição) de cDNA a 

ser empregado nas reações de PCR para a análise de expressão do gene de interesse 

AtDdm1.  A reação de PCR para análise de expressão do gene AtDdm1 (Figura 30-(3)), 

inserido via transformação genética, foi realizada com primers altamente específicos à 

sequência do transgene, no intuito de evitar anelamento inespecífico, principalmente, 

com o gene Ddm1 endógeno. 

 

 
Figura 30 - Análise de expressão do gene AtDdm1 por RT-PCR (3) e a atividade do retrotransposon 

TE010 (4) nas plantas transgênicas, confirmadas para os genes neo e AtDdm1. Gel de 
agarose 1,5%. Amostras 1 a 6: plantas obtidas da variedade RB835089 a partir de calos (1 a 
4) e de discos (5 a 6); amostras 7 a 14: plantas da variedade RB835486 obtidas a partir de 
calos (7 a 11) e de discos (12 a 14); WT: controle negativo, planta não transformada 
(selvagem). (1) RT-: controle negativo, que representa a reação de PCR sem ter ocorrido 
RT. (2) Normalização com o gene SsGAPDH (2) 

 

 De acordo com Figura 30-(3), verificou-se que 11 das 14 plantas transgênicas 

analisadas apresentaram expressão, embora apenas 3 delas apresentassem de fato 

altos níveis de expressão, são elas as plantas número 2, 5 e 11. Além disso, a relação 

entre nível de expressão parece não estar relacionada ao tipo de explante utilizado e/ou 

a variedade adotada, pois independente se as plantas transgênicas foram regeneradas 

de discos ou de calos, para as variedades RB835089 e RB835486, não se encontrou 
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indícios de que a expressão em um determinado explante e/ou variedade tenha sido 

diferente do outro. O fato de apenas 3 plantas dentre as 14 analisadas (21,5%) 

apresentarem altos níveis de expressão pode estar relacionado à região de inserção do 

transgene no genoma vegetal, ao número de cópias inseridos e a integridade do 

transgene após a inserção.  

 Regiões centroméricas, intergênicas e de heterocromatina, por exemplo, por 

serem regiões onde a cromatina encontra-se altamente condensada apresentam baixa 

atividade gênica quando comparadas as regiões de eucromatina, onde a cromatina se 

encontra mais desespiralada, facilitando, assim, o acesso dos agentes reguladores da 

transcrição. Segundo Lakshmanan et al. (2006), a transformação genética via biolística 

é principal metodologia empregada na introdução de transgenes em cana-de-açúcar, no 

entanto, plantas transgênicas produzidas por este método mostram grande variação na 

expressão do transgene. Altpeter et al. (2005) relataram que o baixo número de cópias 

do transgene é requerido para altos níveis de expressão. Entretanto cada cassete de 

expressão deve estar intacto, isto é, não sofre rearranjos ou fragmentação 

anteriormente a integração. Kohli et al. (1999) mostraram que a presença de um ou 

mais cópias rearranjadas podem potencialmente levar ao silenciamento gênico, mesmo 

se outras cópias estão intactas ou funcionais. 

 Baseando-se no trabalho desenvolvido por Hirochika e colaboradores (2000), no 

qual estes pesquisadores mostraram que em plantas de Arabidopsis mutantes para o 

gene ddm1, os LTR retrotransposons Tto1 e Tar17 tornavam-se transcricionalmente e 

transposicionalmente ativos. Porém, quando essas plantas mutantes foram cruzadas 

com plantas normais de Arabidopsis para o gene Ddm1 e retomaram a atividade 

funcional do gene Ddm1, os retroelementos foram silenciados, indicando que a função 

do gene Ddm1 foi necessária para supressão dos retrotransposons Tto1 e Tar17. 

Nesse contexto, decidiu-se analisar a expressão do LTR retrotransposon TE010 (DE 

ARAÚJO et al., 2005) para as plantas transgênicas contendo o gene AtDdm1, no intuito 

de verificar essa possível correlação entre expressão do gene Ddm1 nas plantas 

transgênicas e silenciamento do retrotransposon, e vice-versa. 

 Após as reações de PCR, o resultado referente a amplificação do retroelemento 

TE010 foi analisada em gel de agarose 1% (TAE 1X, 5V.cm-1). Constatou-se diferentes 
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níveis de expressão para esse elemento entre as plantas transgênicas e planta não 

transgênica (controle) (Figura 30-(4)). 

 Nas plantas transgênicas 3, 6 e 8, verificam-se níveis maiores expressão do 

TE010, enquanto que nas plantas 5, 11 e WT esse retrotransposon não teve a sua 

atividade detectada. Nas plantas 2, 7, 9, 10, 11, 12, 13 e 14, por sua vez, apresentaram 

um nível de expressão baixo para o TE010. Comparando-se esses resultados aos 

apresentados na Figura 30-(3), identifica-se uma correlação negativa entre expressão 

do gene AtDdm1 e a expressão do retrotransposon TE010, isto é, nas plantas 

transgênicas 2, 5 e 11 com altos níveis de expressão para o gene AtDdm1, 

apresentaram baixíssimos níveis de expressão do TE010. Já nas plantas onde se 

detectou maior atividade do elemento de transposição (3, 6 e 8), a atividade do gene 

AtDdm1 não foi detectada, possivelmente em virtude da expressão do transgene estar 

reprimida.. 

 Esse resultado para o elemento TE010 confirma o indício levantado por Hirochika 

et al. (2000), que demonstraram que a função do gene Ddm1 foi necessária para 

suprimir os LTR retrotransposons Tar17 e Tto1. A não detecção do retroelemento 

TE010 na planta selvagem (WT) pode estar relacionada ao fato da planta não ter sido 

submetido ao bombardeamento e não estar em meio seletivo (ausência do antibiótico 

geneticina), situações que representam condições de estresse. 

 A proteína DDM1 parece ter função chave no controle de retrotransposição, pois 

mutantes ddm1 foram essenciais para a mobilização de retrotransposons 

(TSUKAHARA et al., 2009). Proteínas que modificam a estrutura da cromatina são 

também envolvidas no silenciamento de elementos de transposição (SLOTKIN; 

MARTIENSSEN, 2007). Em Arabidopsis, a proteína DDM1 é especificamente requerida 

para o silenciamento dos elementos de transposição (LIPPMAN et al., 2004). Em 

mutantes ddm1, a ativação de ETs silenciados foi observada (HIROCHIKA et al., 2000; 

MIURA et al., 2001; SINGER et al., 2001). Adicionalmente, notou-se que os transcritos 

dos ETs são altamente elevados em mutantes ddm1 (HUANG et al., 2004).  

 Diante disso, os resultados obtidos em cana-de-açúcar transgênica expressando 

o gene AtDdm1 apontam mais um indício de que a o gene Ddm1 é importante no 

silenciamento de LTR retrotransposons, como foi o caso do retroelemento Copia-Ty1 
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TE010, permitindo um maior suporte a futuros estudos envolvendo o silenciamento de 

elementos de transposição, principalmente em espécies como a cana-de-açúcar. 

 

4.5 Análise da atividade dos LTR Retrotransposon em cana-de-açúcar 

   

4.5.1 Análise da atividade dos LTR Retrotransposon em diferentes estágios do 

desenvolvimento in vitro  

 A análise da atividade dos quatro LTR Retrotransposons foi realizada para 

diferentes estágios do desenvolvimento in vitro da variedade RB835486, os quais foram 

representadas pelos discos foliares antes de serem introduzidos no meio de cultura 

MS3c (Ro), pelos calos durante 6 meses de subcultivo (R1 a R6), pelos calos na luz em 

início de regeneração (S1), pelos calos na luz com a formação das primeiras brotações 

(S2) e pelas plantas regeneradas in vitro (P), conforme ilustrado na Figura 31. 
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R0 R1 R2

R3

PS1

R6R4

S2  

Figura 31 - Fases de desdiferenciação/diferenciação do desenvolvimento in vitro da variedade RB835486 
de cana-de-açúcar. Ro: discos foliares antes de serem introduzidos no meio de cultura MS3c; 
R1 a R6: estágios de subcultivo de calos com 1 a 6 meses de idade, respectivamente; S1: 
calos na luz em início de regeneração;  S2: calos na luz com a formação das primeiras 
brotações; P: plantas regeneradas in vitro. Setas indicam formação dos embriões somáticos. 

 

4.5.1.1 Determinação do gene controle e normalização do cDNA 

 Anteriormente a análise de expressão dos LTR retrotransposons, testaram-se 

quatro genes controles na normalização do cDNA das amostras dos diferentes estágio 

do desenvolvimento in vitro. Os genes controles GAPDH, β-actina, RPL35.4 e UbiQ2 

foram testados na normalização dos diferentes tecidos, uma vez que careciam estudos 

relacionados a análise de expressão concomitantemente em calos e em folhas de cana-

de-açúcar. 

 O controle negativo da reação, realizado com os quatro genes controles, de fato 

mostrou que o RNA tratado com DNAse I não permitiu a amplificação de qualquer 

fragmento, garantindo que o RNA tratado estava livre de DNA genômico (Figura 32). 

 Após as reações de normalização para os quatro genes controles, verificou-se 

que os genes SsGAPDH e SsRPL35.4 foram os que apresentaram melhor uniformidade 
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de expressão entre as amostras de cDNA dos diferentes estágio de desenvolvimento in 

vitro (Figura 32 e dados não mostrados). O resultado obtido para o gene GAPDH 

confirma o que foi relatado por Iskandar et al. (2004), que mostraram que este gene foi 

o que obteve maior uniformidade de expressão entre os diferentes tecidos de cana-de-

açúcar. Jesus (2010), para normalização de amostras de folhas cana-de-açúcar visando 

a análise de expressão gênica, utilizou com sucesso o gene RPL35.4. Por sua vez, 

Melotto-Passarin (2009) utilizou o gene da β-actina na normalização do cDNA de folhas 

de cana. No entanto o gene da β-actina não mostrou consistência e padronização entre 

os estágios de desenvolvimento analisados (dados não mostrados). 

 

R0 R1 R2 R3 R4 R6 S1 S2 P 

 

Figura 32 - Normalização dos cDNAs com genes controle GAPDH e RPI35.4. Ro: discos foliares antes de 
serem introduzidos no meio de cultura MS3c; R1 a R6: estágios de subcultivo referente a calos 
com 1 a 6 meses de idade, respectivamente; S1: calos na luz em início de regeneração;  S2: 
calos na luz com a formação das primeiras brotações; P: plantas regeneradas in vitro. O 
controle negativo (RT-) representa amostras de PCR sem a enzima RT 

 

 De acordo com os resultados de normalização, constatou-se que os genes 

GAPDH e RPL35.4 apresentaram distribuição uniforme ao longo das amostras (Figura 

32), podendo ser utilizados com consistência como controles para a análise de 

expressão (atividade) dos retrotransposons. Já os genes β-actina e UbiQ2, por 

apresentarem variações de expressão entre as amostras em estudo, não foram 

utilizados como genes controle. Nas próximas normalizações, adotou-se apenas o gene 

SsGAPDH como gene controle. 

 

4.5.1.2 Análise de expressão dos LTR Retrotransposons TE010, TE028, TE070 e 

TE053 

 Por meio da normalização com o gene GAPDH e RPL35.4, estabeleceu-se a 

diluição de cDNA a ser empregada nas reações de PCR para a análise de expressão 
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dos quatro LTR retrotransposons: TE010, TE028, TE070 e TE053. Inicialmente, optou-

se pela reação de PCR para o elemento TE010, para otimização do número de ciclos. 

Após a reação de amplificação, analisou-se o resultado em gel de agarose 1% (TAE 1X, 

5 V.cm-1).  

 Constatou-se um diferente padrão de expressão diferente para retroelemento 

TE010 durante as distintas fases de cultura de tecidos (Figura 33). Interessantemente, 

foi observado alto nível de acúmulo de transcritos do TE010 na fase R0. Entretanto, de 

acordo com de Araújo et al. (2005) esperava-se baixa expressão desse retroelemento 

nesse estágio. A expressão elevada do TE010 em R0 pode ser devido ao fato de que os 

discos foliares coletados sofreram o processo de assepsia para introdução in vitro, o 

que pode ser sentido pelas células como sinal de estresse. Em outras palavras, o 

processo de assepsia rotineiramente utilizado para preparar explantes para introdução 

in vitro, pode “disparar” a atividade de retrotransposons em seu genoma. Nas amostras 

dos calos, para os subcultivos R1 a R4 (1º ao 4º mês de idade dos calos), foi observado 

altos níveis de expressão, sendo os calos dos subcultivos R3 e R4 superiores aos 

anteriormente coletados (estágios R1 e R2). Esse resultado está de acordo com outros 

trabalhos que mostram expressão acentuada dos LTR retrotransposons no estágio de 

calo (HIROCHIKA et al., 1996; ROSSI et al., 2001; DE ARAÚJO et al., 2005). Por outro 

lado, calos altamente embriogênicos, de característica nodular e compacta (R6) 

mostraram uma redução acentuada na expressão do elemento TE010. Nos estágios 

seguintes de desenvolvimento (S1 e S2), a expressão do retroelemento manteve-se 

baixa e na fase de planta regenerada in vitro, não se detectou acúmulo de transcritos do 

retroelemento TE010. 

 Esses resultados sugerem que mudança do status de desdiferenciação para 

diferenciação que ocorre durante o desenvolvimento in vitro da cultura podem induzir ao 

silenciamento desse retrotransposon. Os estágios de maior desdiferenciação, 

representado basicamente para os estágios iniciais de calos (R1 a R4) tendem a seguir 

uma rota de diferenciação, levando a formação de estruturas mais bem organizadas, 

como pré-embriões (estágio R6), seguindo para a formação (S1) e desenvolvimento dos 

primórdios (S2), até a diferenciação plena das células e tecidos, levando a formação de 
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uma nova planta (P). Nesse contexto, quanto maior a organização e diferenciação dos 

tecidos, menor foi a expressão do elemento retrotransposon TE010.  

 

Figura 33 - Análise do LTR retrotransposon TE010 durante as fases de desenvolvimento in vitro de cana-
de-açúcar. Ro: discos foliares antes de serem introduzidos no meio de cultura MS3c; R1 a R6: 
estágios de subcultivo referentes a calos com 1 a 6 meses de idade, respectivamente; S1: 
calos na luz em início de regeneração;  S2: calos na luz com a formação das primeiras 
brotações; P: plantas regeneradas in vitro. O controle negativo (RT-) representa a reação de 
PCR sem ter ocorrido RT. A normalização do cDNA foi realizada com o gene controle 
SsGAPDH  

 

 Em virtude da repetição de alguns resultados decidiu-se reduzir, sem prejuízos, o 

número de amostras para R0, R2, R4, R6, S1 e P. A única diferença foi que a amostra R0 

não sofreu o processo de assepsia. Sendo assim, realizaram-se os RT-PCRs para 

análise de expressão dos LTR retrotransposons TE028, TE070 e TE053. O 

procedimento foi o mesmo adotado para o retroelemento TE010, no entanto, aumentou-

se o número de ciclos de 25 para 27. A Figura 34 representa os resultados das reações 

de amplificação para todos os elementos, em gel de agarose (1%), incluindo o TE010 

para análise comparativa.  

 Adicionalmente, avaliou-se a expressão do gene Knotted1 (Kn1) na tentativa de 

estabelecer um padrão molecular de desenvolvimento associado a caracterização 

morfológica do desenvolvimento in vitro. Em milho, o gene knotted1 (Kn1) é expresso 

em meristemas, sendo ausente nas folhas, mesmo na região meristemática onde ocorre 

a formação do primórdio foliar (VOLLBRECHT et al., 2000). Dentro da região 

meristemática, o mRNA do gene Kn1 desaparece nas células que formarão o próximo 

primórdio foliar (VOLLBRECHT et al., 2000). 

 A expressão do gene SsKn1 (Figura 34) aumentou gradualmente de R2 até R6. 

Entretanto, ouve uma diminuição da expressão no estágio S1. Esse resultado confirma 

o que foi mostrado por Vollbrecht et al. (2000), isto é, ocorreu um aumento na 

expressão do gene Kn1 durante a formação dos embriões somáticos e atingiu um nível 
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mais elevado de expressão onde os embriões estavam mais desenvolvidos (calos 

embriogênicos - estágio R6), já que possuem uma estrutura de meristema apical mais 

organizada do que calos nos estágios R2 e R4. No entanto, quando iniciou a 

regeneração e formação dos primórdios foliares (estágio S1), a expressão do gene Kn1 

foi reduzida.  

 

 

Figura 34 - Análise do LTR retrotransposon TE010, TE070, TE028 e TE053 durante as fases de 
desenvolvimento in vitro de cana-de-açúcar. Ro: discos foliares antes de serem introduzidos 
no meio de cultura MS3c; R2, R4 e R6: estágios de subcultivo referentes a calos com 2, 4 e 6 
meses de idade, respectivamente; S1: calos na luz em início de regeneração; P: plantas 
regeneradas in vitro. O controle negativo está representado pela linha RT-. A normalização 
dos cDNA está indicada pela linha SsGAPDH. O padrão molecular para a formação de 
embriões somáticos foi analisada pelo gene SsKn1 

 

 Notou-se que a expressão dos LTR retrotransposons TE070, TE028 e TE053 

seguem entre eles um padrão similar de expressão ao longo do desenvolvimento in 

vitro, assemelhando-se ao apresentado para o retroelemento TE010. Além disso, 

observou-se que a maior atividade dos retrotransposon in vitro é na fase de calos, 

apesar da diferença entre os níveis de expressão entre R2, R4 e R6. Esse resultado 

reafirmou o que foi constatado por Hirochika et al. (1996), Rossi et al. (2001), De Araújo 

et al. (2005). Semelhantemente ao observado para a análise de expressão do 
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retrotransposon TE010 (Figura 34), depois do maior nível de expressão atingido pelo 

TE010 em R4, ocorre uma diminuição na expressão a partir de R6. Esse decréscimo 

continua no estágio de formação dos primórdios foliares (S1), chegando a praticamente 

não ser mais detectado quando é analisada a expressão desses retrotransposons no 

estágio de plantas (P). 

 É importante destacar que as atividades transcricionais apresentadas não 

necessariamente representam atividades de transposição. No entanto, a transcrição é a 

primeira etapa para que a transposição ocorra, conforme mencionado por de Araújo et 

al. (2005). No entanto, a relação direta entre transcrição (expressão) e transposição 

pode ser apenas detectada em condições específicas, como é o caso da cultura de 

tecidos (OKAMOTO; HIROCHIKA, 2001; CASACUBERTA; SANTIAGO, 2003;). 

 Calos, principalmente no estágio R4, foram os tecidos que apresentaram maior 

atividade dos LTR retrotransposons, para ambos os quatro elementos analisados 

(TE010, TE070, TE028 e TE053), e embora nenhuma correlação tenha sido aferida, o 

envolvimento dos elementos de transposição em relação a variação somaclonal não 

podem ser excluídos, principalmente, orientado pelos trabalhos de Hirochika et al. 

(1996, 2000) e Zucchi et al. (2002). 

 Os dados gerados para os quatro LTR retrotransposons indicam que as 

atividades desses elementos podem estar sob estrito controle genético e/ou 

epigenético, principalmente durante as fases de maior diferenciação no 

desenvolvimento in vitro.  

 Embora a maioria dos ETs esteja transcricionalmente silenciada, eles estão 

frequentemente não regulados em mutantes com diminuição da metilação do DNA 

(LIPPMAN et al., 2003). Essa regulação pode ocorrer basicamente de duas maneiras: 

ao nível transcricional e ao nível pós-transcricional. Uma importante via de regulação ao 

nível transcricional está orientada pelo gene Ddm1 (TSUKAHARA et al., 2009), 

enquanto que ao nível pós-transcricional é pelo orientado pela degradação dos mRNA-

alvos mediada pelo siRNAs, cuja produção está fortemente relacionada a expressão da 

RNA polimerase 2 dependente de RNA (RDR2) (JIA et al., 2009). Em milho, os 

homólogos do gene RDR2 de Arabidospsis foram caracterizados como Mop1 

(ALLEMAN et al., 2006).  
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 A perda da metilação do DNA nos mutantes ddm1 está associada com a 

desregulação transcricional dos ETs. Assim, a proteína DDM1 parece ter função chave 

no controle de retrotransposição, pois mutantes ddm1 foram essenciais para ativação e 

mobilização de retrotransposons silenciados (HIROCHIKA et al. ,2000; MIURA et al., 

2001, SINGER et al., 2001; TSUKAHARA et al., 2009).  

Já em milho, a perda da função em mutante mop1 resultou na reativação dos 

ETs transcricionalmente silenciados e uma substancial redução no acúmulo dos 

pequenos RNAs de interferência (siRNAs) de 24nt, que recrutam componentes do 

mecanismo de silenciamento por RNA (JIA et al., 2009). 

 Nesse contexto, buscou-se avaliar a expressão dos genes endógenos Ddm1 e 

Mop1 durante o desenvolvimento in vitro de cana-de-açúcar, no intuito de analisar a 

relação desses genes no controle de expressão dos quatro LTR retrotransposons em 

estudo.  

  

4.5.1.3 Análise de expressão dos genes SsDdm1, SsMop1 
 

 Hirochika et al. (2000) mostraram que em plantas de Arabidopsis mutantes para 

o gene ddm1, os LTR retrotransposons Tto1 e Tar17 estavam transcricionalmente e 

transposicionalmente ativos. Entretanto, quando a função do gene Ddm1 foi 

reestabelecida pelo cruzamento com uma planta não mutante, os retrotransposons Tto1 

e Tar17 foram silenciados, indicando que a função do gene Ddm1 foi necessária para 

supressão dos retrotransposons. 

 De acordo com a análise de expressão do gene SsDdm1 (Figura 35), observou-

se diferente acúmulo dos transcritos deste ao longo das fases de desenvolvimento in 

vitro de cana-de-açúcar. Os maiores níveis de expressão de SsDdm1 foram notados em 

calos nos estágios R2 e R6. Em calos no estágio R4 e no início da formação dos 

primórdios foliares (S1) acúmulo de transcritos deste gene foi menor. Por sua vez, nos 

estágios R0 e P o acúmulo de transcritos do gene SsDdm1 não foi detectado nas 

condições avaliadas. 
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Figura 35 - Análise de expressão dos genes SsDdm1 e SsMop1 durante as fases de desenvolvimento in 
vitro de cana-de-açúcar. Ro: discos foliares antes de serem introduzidos no meio de cultura 
MS3c; R2, R4 e R6: estágios de subcultivo referentes a calos com 2, 4 e 6 meses de idade, 
respectivamente; S1: calos na luz em início de regeneração; P: plantas regeneradas in vitro. O 
controle negativo (RT-) representa a reação de PCR sem ter ocorrido RT. A normalização dos 
cDNA foi realizada com o gene SsGAPDH 

 

Analisando-se a relação entre os níveis de expressão dos LTR retrotransposons 

(item 4.5.1.2) e do gene SsDdm1, observou-se que nas fases de desenvolvimento in 

vitro que apresentaram maior acúmulo do gene endógeno Ddm1 (R2 e R6) notou-se 

menor acúmulo de transcritos dos quatro retroelementos avaliados. Já na fase de R4, 

onde o nível de expressão de SsDm1 foi menor, o acúmulo de transcritos dos ETs 

atingiu o maior nível detectado. 

 Diante disso, sugere-se um correlação negativa entre o expressão do gene 

SsDdm1 e o acúmulo de transcritos dos LTR retrotransposons. Em outras palavras, 

onde há maior expressão do gene SsDdm1 observa-se menor expressão dos 

retroelementos, enquanto em baixa expressão de SsDdm1 ocorre maior acúmulo 

desses elementos, sugerindo efeito do gene SsDdm1 no controle de expressão dos 

quatro LTR retrotransposons avaliados. Esse resultado confirma o que foi relatado por 

Hirochika et al. (2000), no qual mutantes ddm1 apresentaram reativação e transposição 

de dois retrotransposons (Tos10 e Tos17), que estavam anteriormente silenciados em 

plantas selvagens para o gene Ddm1. Gendrel et al. (2002) observou que em mutantes 

ddm1, a perda da metilação do DNA, acompanhada pela alteração no padrão de 

metilação das histonas H3K9 e H3K4 estava correlacionada com a reativação 

transcricional dos ETs. Mutantes ddm1 promoveram o acúmulo de transcritos de seis 

transposons (LIPPMAN et al., 2003). Slotkin et al. (2009) relataram que expressão dos 

TEs coincide com a baixa expressão do gene Ddm1. 
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 Entretanto, no estágio onde se iniciou a formação dos primórdios foliares (S1), 

tanto os níveis de expressão do gene SsDdm1 como dos retrotransposons foram 

baixos. Hirochika et al. (2000), com base em seus resultados, sugeriram que o aumento 

no acúmulo de transcritos do retrotransposon Tto1 provocou aumento da metilação e o 

silenciamento desse retroelemento. Diante disso, suspeita-se que o acúmulo de 

transcritos dos TEs na fase R4 deva ter “disparado” a regulação desses elementos, a 

qual foi constatada a partir do estágio em R6 pela redução dos  transcritos dos quatro 

retrotransposons. A regulação permaneceu durante os estágios de desenvolvimento S1 

e P, sendo este último, a fase em que o acúmulo de transcrito para os ETs não foi 

detectado. 

 Em relação a análise de expressão do gene SsMop1 (Figura 35) foi observado 

que nas condições avaliadas não ocorreu o acúmulo de transcritos desse gene em 

nenhum dos seis estágios do desenvolvimento in vitro de cana. No entanto, esse 

resultado pode não representar o ocorrido, uma vez que a sequência do gene Mop1 

anotada no banco de dados de cana-de-açúcar não estava completa, o que necessita 

novas análises para uma aferição mais precisa. 

 Além disso, análises do padrão de metilação na região reguladora dos ETs 

através do sequenciamento por bissulfito (descrito recentemente por DENG et al. (2009) 

para verificação da atividade do gene endógeno Ddm1 em cana-de-açúcar na 

regulação transcricional, assim análises do acúmulo dos siRNAs (por Northern blot), 

envolvidos na regulação pós-transcricional, continuarão a ser investigadas no intuito 

compreender melhor a regulação epigenética dos ETs durante o desenvolvimento in 

vitro de cana-de-açúcar. 

 

3.5.1.4 Análise de expressão do TE010 em diferentes tecidos  

 As variedades de cana-de-açúcar comerciais são na maioria das vezes 

alopoliploides derivados da hibridização interespecífica entre as espécies S. officinarum 

(2n = 70-140) e S. spontaneum (2n = 36-128). Recentemente, foi demonstrado que 

retrotransposons são também ativados pela hibridização interespecífica (KASHKUSH et 

al., 2002) e, consequentemente, contribuem para os rearranjos cromossomais e a 

modificação da expressão de genes adjacentes (KASHKUSH et al., 2003).  
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 Diante disso, decidiu-se analisar a expressão do TE010 nas duas principais 

espécies que compõe o genoma dos híbridos interespecíficos atuais, S. officinarum e S. 

spontaneum. Avaliou-se para cada espécie a expressão na lâmina foliar e no ápice 

caulinar, compreendido pelo “leaf roll” (“palmito”) e o meristema apical (Figura 36). 

Analisou-se para o híbrido comercial RB835486 o nível de expressão do TE010 em 

quatro diferentes tecidos de cana-de-açúcar, os quais são representados por lâmina 

foliar, bainha foliar, “leaf roll” ou “palmito” e gema axilar (Figura 37). A normalização das 

amostras foi realizada com o gene controle SsGAPDH. 

 Conforme mostrado na Figura 36, foi observado que não houve diferença entre 

os níveis de expressão do retrotransposon TE010 nos tecidos ápice caulinar e laminar 

foliar para ambas as espécies do gênero Saccharum. Isso possibilita inferir que o 

mecanismo envolvido na regulação do TE010 parece ser bastante conservado entre as 

duas principais espécies que compõe o genoma dos híbridos interespecíficos atuais. 

Além disso, a atividade do retroelemento TE010 está nas espécies ancestrais, mesmo 

anteriormente ao cruzamento. 

 

Figura 36 - Análise do LTR retrotransposon TE010 nas espécies S. officinarum e S. spontaneum que 
compões os híbridos interespecíficos atuais. 1 e 2: Respectivamente, ápice caulinar e lâmina 
foliar da espécie S. officinarum. 3 e 4: Respectivamente, ápice caulinar e lâmina foliar da 
espécie S. spontaneum. A normalização foi realizada com o gene controle SsGAPDH 

 
 

 
Figura 37 - Análise do LTR retrotransposon TE010 em 4 diferentes tecidos do híbrido interespecífico 

RB835486: lâmina foliar (A), bainha foliar (B), “leaf roll” (C) e gema axilar (D). A 
normalização foi realizada com o gene controle SsGAPDH 
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 Nos tecidos do híbrido interespecífico RB835486, observou-se que o nível de 

expressão do TE010 foi similar entre os tecidos lâmina foliar, “leaf roll” e gema axilar 

(Figura 37). Já o acúmulo de transcritos para esse elemento nas células da bainha foliar 

foi menor.  De Araújo et al. (2005) observaram também a expressão do TE010 em “leaf 

roll”. Esses autores detectaram a expressão desse elemento em flores e calos, a qual 

não foi detectada no meristema apical. A atividade do retrotransposon parece estar 

mais relacionada a condição em que o tecido está submetido, do que em relação a 

localização num determinado tecido. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Tendo em vista os resultados apresentados, conclui-se que: 

 

1- O período transcorrido, desde a introdução do explante in vitro, para obtenção de 

plantas regeneradas a partir de discos foliares foi de cerca de 6 a 8 semanas, enquanto 

que a partir de calos foi de 10 a 12 semanas. 

 

2- A partir de calos embriogênicos, a aplicação exógena do peptídeo hormonal CLV3, 

na maior concentração testada (25µM), promoveu efeito na diferenciação celular, 

representada pelo aumento no número de brotações. Já o peptídeo PSK-α possibilitou 

um aumento destacado da proliferação celular e da regeneração de plantas. 

 

3- Embora a proteína Ddm1 de A. thaliana (AtDdm1) esteja num clado mais distante 

que as da família Poaceae, os aminoácidos dos domínios conservados da proteína 

SsDdm1 possuem 63,7% de identidade com os da proteína AtDdm1, indicando alta 

conservação entre elas. 

 

4- A transformação genética de cana-de-açúcar pelo método da biolística, através da 

co-transformação com os genes neo e AtDdm1, é possível para as variedades 

RB835089 e RB835485 utilizando calos embriogênicos e discos foliares como explantes 

alvo; 

 

5- Análises de expressão durante o desenvolvimento in vitro de cana-de-açúcar 

mostraram maior expressão dos LTR retrotransposons TE010, TE070, TE028 e TE053 

durante o estágio de calos, enquanto que a partir do início da regeneração os níveis de 

expressão foram reduzidos. 

 

6- Análise de expressão do gene SsDdm1 indicou possível correlação desse gene no 

controle dos LTR retrotransposons durante o desenvolvimento in vitro de cana-de-

açúcar. 
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7- O gene AtDdm1 demonstra ser importante no silenciamento do LTR retrotransposon 

TE010, uma vez que a expressão heteróloga do transgene AtDdm1 em cana-de-açúcar 

apontou menor expressão do LTR retrotransposon TE010, indicando possível controle 

da atividade do retroelemento. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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