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RESUMO

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) é uma das culturas mais produzidas e
utilizadas no mundo, especialmente no Brasil. No entanto, essa alta demanda pode
gerar desafios na producdo, motivando grupos de pesquisa a explorarem
modificacbes genéticas para a otimizacdo da producdo de cana-de-acucar. Desta
forma, o objetivo deste trabalho é realizar uma reviséo bibliografica sobre o uso de
calos embriogénicos na cana-de-agUcar geneticamente modificada. Para auxiliar
nesta revisao, os trabalhos encontrados séo provenientes de buscas nas plataformas
Periodicos Capes e Google Académico, elencando trabalhos que fossem compativeis
com o tema. A partir disso, € notavel que o Brasil possui muitos locais de dificil
producédo da cana, seja pelas mudancas climaticas como altas temperaturas, chuvas
ou problemas de solo infértil. Nesse contexto, as modificacdes genéticas emergem
como uma alternativa promissora para manter a producao e sustentar a economia. -A
micropropagacao, via producéo de calos embriogénicos, € uma ferramenta essencial
nesse processo, permitindo a multiplicacdo em larga escala e a escolha de genétipos
de alto desempenho para o melhoramento genético da cana-de-acucar. Sendo assim,
estudos conduzidos pela Embrapa, Ridesa, CTC e IAC sdo essenciais nesse caminho,
visando compreender a cana, seus genotipos e otimizacdo da producao dessa cultura.

Palavras-chave: Cana-de-aclcar; Modificacdo genética; Calos embriogénicos;
Transformag&o genética.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum officinarum) is one of the most widely produced and utilized
crops in the world, especially in Brazil. However, this high demand can create
challenges in production, motivating research groups to explore genetic modifications
to optimize sugarcane production. Thus, the objective of this work is to conduct a
literature review on the use of embryogenic calli in genetically modified sugarcane. To
assist in this review, studies were sourced from searches on the Periédicos Capes and
Google Scholar platforms, selecting works compatible with the topic. From this, it is
evident that Brazil has many regions where sugarcane production is challenging, due
to factors such as climate change, high temperatures, heavy rains, or infertile soil
problems. In this context, genetic modifications emerge as a promising alternative to
maintain production and sustain the economy. Micropropagation, through the
production of embryogenic calli, is an essential tool in this process, allowing large-
scale multiplication and the selection of high-performance genotypes for the genetic
improvement of sugarcane. Therefore, studies conducted by Embrapa, Ridesa, CTC,
and IAC are essential on this path, aiming to understand sugarcane, its genotypes,
and the optimization of this crop's production.

Keywords: Sugarcane; Genetic modification; Embryogenic calluses; Genetic
Transformation
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Sccharum officinarum L.) € uma espécie da familia Poaceae
com origem asiatica, cultivada predominantemente em paises tropicais e subtropicais.
No Brasil, € muito utilizada para a producdo do alcool e do acUcar, além da
alimentacao animal (Menezes et al., 2012).

Segundo Nocelli et al. (2017), a producédo de cana-de-acucar no Brasil teve
inicio no século XIV, ainda no periodo colonial, com mudas provenientes da llha da
Madeira, sendo entre os anos de 1520 e 1526 os primeiros registros da entrega de
safras de acucar do pais na alfandega de Lisboa, em Portugal.

Jé acerca do etanol, seus primeiros registros de producao sdo de 1970, onde o
setor de combustiveis apresentou uma ascensao devido a criacdo do Proalcool
(Programa Nacional do Alcool), visando a reducido da dependéncia brasileira do
petréleo (Nocelli et al., 2017).

Nota-se que a espécie se adaptou facilmente ao solo e clima brasileiro, o que
justifica, na safra de 2023/2024, segundo o relatério da Conab de abril de 2024
(Companhia Nacional de Abastecimento), o Brasil ter produzido 713,2 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar, sendo um recorde mundial e passivel de manter sua
posicao de maior produtor de cana no mundo. A partir deste fato, observa-se que esta
producdo tem um papel crucial na economia agricola, sendo considerada a mais
comercializada e produzida em mais de 80 paises (Heerdt, 2008).

Além disso, a cana apresenta uma elevada producdo de biomassa por area
cultivada, principalmente devido sua alta eficiéncia fotossintética. Essa espécie possui
fotossintese C4, que é mais eficiente na captura de carbono e na conversao de
energia luminosa em biomassa. (Huang; Long; Singh, 2016).

As plantas C4 realizam a fotossintese por meio de um mecanismo concentrador
de carbono, o que reduz a fotorrespiracao. Por isso, em condi¢cdes de temperaturas
elevadas, tendem a ser mais produtivas do que as plantas C3 (Gowik U, Westhoff P,
2011).

O nome "plantas C3" vem do fato de que, no inicio do processo de carboxilacao,
ocorre a formacédo de um composto com trés atomos de carbono, o 3-fosfoglicerato.
Ja nas plantas C4, a primeira etapa da fixacdo do carbono resulta na formacao de

oxaloacetato, um composto com quatro atomos de carbono, seguido pela producdo
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de malato ou aspartato, ambos também compostos de quatro carbonos (Gowik U,
Westhoff P, 2011).

Como mencionado anteriormente, as plantas C4 evoluiram em ambientes com
niveis reduzidos de COz2. Além disso, o metabolismo C4 surgiu como uma adaptacao
a outras condicfes ambientais, como alta intensidade de luz, altas temperaturas e
seca, 0 que aumenta a sua produtividade (Huang; Long; Singh, 2016).

Abaixo encontra-se um esquema que demonstra as diferencas entre plantas
C3 e C4 (figura 1).

Figura 1- Esquema ilustrativo de fotossintese via C3 e C4. As plantas C4 sao mais produtivas
em altas temperaturas, gracas ao seu mecanismo concentrador de carbono, que reduz a

fotorrespiracéo.

Planta C4

Planta C3

'
4

Célula do Mesofilo Célula da bainha do feixe

Fonte: DANELUZZI, Gabriel. 2023

Segundo a Embrapa (2024), a importancia econdmica desta planta associa-se
aos recordes de producdo e ao uso do etanol como fonte renovavel de combustivel,
sendo relevante para a reducédo da pegada de carbono e da emisséo de gases do
efeito estufa, além de ser uma receita cambial de grande valia, chegando a 8,7 bilhdes
de dolares em 2020 somente no Brasil.

Visto isso, é relevante que estudos sejam realizados com o intuito de realizar
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melhoramentos genéticos da cana para que as producdes sejam crescentes e
apresentem uma melhor qualidade. Identifica-se que este caminho elenca variedades
mais resistentes a doencgas, além de adaptarem-se de forma mais concisa a diferentes
regides, como nos estados do Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (Mudry et al., 2013).

Neste cenario, a cana-de-acUcar apresenta caracteristicas interessantes de
producdo a partir do cultivo de calos embriogénicos in vitro para melhoria de sua
multiplicacdo de material vegetal, sendo assim pode-se mencionar a embriogénese
somatica, facilitadora desta multiplicacdo com o intuito de realizar melhorias da
uniformidade da cana-de-acucar (Melo, 2011).

A embriogéneses somatica, consiste em produzir embrides a partir de células
e tecidos somaticos, que se desenvolvem até a formacgdo completa da planta,
passando por diversos estagios do desenvolvimento embriondrio, portanto, mostra-se
como um fator relevante na biotecnologia de plantas e propagacao clonal da espécie
(Quirino et al., 2012).

Vale mencionar que a problematica por tras do interesse pelo melhoramento
genético da cana estd nas questdes climaticas que o mundo vivencia, como o
aguecimento global desenfreado e consequentemente 0s desastres naturais
decorrentes de chuvas, deslizamentos e seca prolongada, fatores estes
influenciadores fortes na producédo desta cultura (De Carvalho; Furtado, 2013).

Desta forma, o objetivo deste trabalho é realizar uma revisao bibliografica nas
plataformas sobre a producdo e o uso de calos embriogénicos de cana-de-acucar,
com foco especifico no Brasil. O estudo visa explorar a aplicacdo desses calos em
técnicas de engenharia genética para aumentar a produtividade e resisténcia da
planta. A pesquisa dard destague as suas caracteristicas, aplicacées e aos avancos

recentes nas investigacoes cientificas realizadas no pais.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Fundamentos da cultura de tecidos vegetais

O setor agricola tem sido muito influenciado pela propagacéo clonal de plantas.
Neste contexto, a cultura de tecidos se destaca como uma ferramenta importante, pois
permite 0 melhoramento genético de plantas resistentes aos fatores abioticos
(temperatura, seca, frio, geada, nutricdo) e bidticos (patdogenos, pragas, herbivoros)
(Alves et al., 2008).

A cultura de tecidos tem sua relevancia na producéo de plantas, servindo como
uma ferramenta crucial nas técnicas biotecnolégicas para o melhoramento da cana-
de-acucar. Segundo Picelli (2010), o primeiro relato do uso da cultura de tecidos é de
1969, onde calos embriogénicos foram utilizados para producdo de plantas pelos
cientistas Heinz e Mee.

Este método pode ser definido como uma reunido de técnicas que visam o
isolamento de um explante da planta, seja este um tecido, célula ou 6rgéo, que deve
ser cultivado em determinadas condi¢cdes assépticas e em um meio nutricional
adequado, visando a producédo de novas plantas ou a sua multiplicacdo (Pasqual;
Chalfun; Ramos, 2001).

A producdo de plantas por meio da cultura de tecidos pode ocorrer
principalmente por duas vias morfogénicas, sendo a primeira a organogénese, onde
ha uma formacdo de 6rgdos vegetais (brotos, raizes) a partir do explante, com o
desenvolvimento do tecido vascular que se conecta ao tecido de origem, e a segunda
denominada embriogénese, onde as células se diferenciam e se organizam para
formar embribes sométicos. Tanto a organogénese, quanto a embriogénese somatica
podem ocorrer por vias diretas ou indiretas. Na via direta, a formacéo de érgaos ou
embrides ocorre diretamente a partir das células do explante, sem a necessidade de
uma fase intermediéria de calos. J& na via indireta, 0 processo comeg¢a com a
formacéo de calos, que sdo massas de células indiferenciadas. Esses calos, uma vez
formados, séo transferidos para um meio de cultura que induz a formacao de 6rgaos
ou embrides (Barbosa, 2010).

Diante disso, é relevante associar este conceito a agricultura, afinal o setor

necessita que plantas de 6tima qualidade estejam prontas para uso em um curto
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espaco de tempo. Ainda, € importante que essas plantas sejam mais resistentes a
doencas e mudancas climaticas, adaptando-se facilmente a qualquer situacéo,
evitando que a producao seja reduzida e prejudique a economia do pais (Moraes et
al., 2017).

Diante deste fato, o uso de calos embriogénicos demonstra ser um meio efetivo
para resolver esses fatores, associados a producdo de cana-de-acucar, onde esta
esta cada vez mais acelerada devido ao fato da escala da producéo de combustiveis
e acucar ter sido exponencial nos ultimos anos (Moraes et al., 2017; Picelli, 2010).

Em cana-de-acucar, os explantes para formacao de calos, normalmente, sao
retirados de folhas jovens, proximos ao meristema, denominados palmitos,
geralmente com 6 e 15 meses de idade, seccionados em formatos de discos (Jesus,
2014).

Para esta cultura, a obtencdo de calos comumente € dada a partir dos
segmentos das folhas imaturas da cana colocadas em contato com meio de cultura
contendo reguladores de crescimento, como contendo auxinas (Por exemplo, 2,4-D,
Dicamba ou Picloran) (Heerdt, 2008).

As auxinas sao fitohormonios, também conhecidos como hormdnios vegetais,
gue desencadeiam respostas em niveis génicos, metabdlicos e anatdmicos nas
plantas. Elas podem ser encontradas na forma natural, produzidas pelas plantas por
vias biossintéticas, e na forma sintética, que sdo desenvolvidas em laboratério.
Conhecer essas substancias é importante, pois algumas sdo usadas em maiores
guantidades em testes laboratoriais para induzir a organogénese (CHAN et al., 2022).

Em laborat6rio, utiliza-se com frequéncia o acido indol-3-acético (AlA) e o acido
indolil-3-butirico (AIB) na forma natural, enquanto os acidos 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e a-naftalenoacético (a-ANA) sdo exemplos de auxinas sintéticas (CHAN et
al., 2022). Vale ressaltar que alguns protocolos de aplicacao in vitro ou ex vitro de

auxinas podem empregar outras substancias, como indicado na figura 2.

Figura 2 - Exemplos de auxinas naturais e sintéticas.
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Auxinas naturais Auxinas sintéticas
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Fonte: Adaptado de Kerbauy, 2008

Assim como para a maioria das variedades, o0 meio de cultura Murashige e
Skoog (MS) é amplamente utilizado no cultivo de cana-de-acucar in vitro, devido a sua
composicdo equilibrada de sais e vitaminas essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas (De Jesus, 2010).

Segundo o trabalho de Melo (2011), além das folhas imaturas, pode-se utilizar
como explantes as inflorescéncias imaturas, meristemas apicais e apices caulinares
para a producao de plantas por embriogénese somatica. Esses explantes permitem a
formacédo eficiente e rapida de calos embriogénicos, desde que sejam manipulados
com um balanco adequado de reguladores de crescimento, especialmente auxinas e
citocininas. Esse método é eficaz na inducdo e desenvolvimento de embrides
somaticos, facilitando a producéo de plantas com caracteristicas desejadas.

O uso destas técnicas permite a obtencéao de mudas livres de patdégenos e virus
gue podem comprometer a producao da planta, além da possibilidade de producédo

em larga escala e em locais de dificil adaptacéo natural (Heerdt, 2008).

2.2 Formacao e caracteristicas dos calos embriogénicos de cana-de-agucar

Os calos embriogénicos séo caracterizados por apresentarem um aspecto
compacto, duro e coloragdo amarelada, porém os ndo embriogénicos tendem a
apresentar-se de forma macia, brilhantes e com coloracgéo transldcida (Melo, 2011).

Vale mencionar que os calos embriogénicos apresentam células de formato
isodiamétrico, com nucleo e citoplasma e denso, além de se desenvolverem
rapidamente formando plantas. Os calos ndo embriogénicos demonstram

caracteristicas diferenciadas, como células dispersas, longas e baixa relacdo do
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nucleo (Fim, 2012; Silveira et al., 2013).

Ainda, os calos embriogénicos apresentam caracteristicas citolégicas como
nacleo predominante e alta atividade metabdlica, ja os ndo embriogénicos apresentam
um citoplasma com poucos granulos de amido, impactando diretamente na atividade
metabdlica do calo (Macedo, 2010).

A embriogénese indireta é utilizada para formacdo de embribes de cana-de-
acucar a partir de calos, sendo geralmente mais eficiente que a organogénese. O
principio da embriogénese somatica estda na maneira como o0s embrides séo
formados, ndo sendo oriundos de cruzamentos de gametas, logo, o genadtipo formado
torna-se idéntico a planta matriz utilizada no processo. Ainda, esta técnica pode
ocorrer de forma natural ou in vitro, onde o segundo caso é mais utilizado devido a
inducdo das células do tecido embrionario, visando que estas recebam estimulos
quimicos e ambientais modificando suas caracteristicas  genéticas,
consequentemente melhorando a cana-de-aglcar no campo, a partir da resisténcia a
doencas como a broca (Heerdt, 2008; Jesus, 2014).

Abaixo encontra-se um processo hipotético de regeneracao de plantas a partir
de calos embriogénicos (figura 3). Primeiro, é retirado um segmento foliar ou
meristema apical da planta doadora de explantes. Em seguida, o tecido se diferencia
em calos, que sdo massas de células indiferenciadas. A partir desses calos,
desenvolvem-se embrides somaticos, 0os quais sdo multiplicados in vitro. Por fim,
essas plantulas regeneradas a partir dos embrides somaticos sdo utilizadas para

regenerar novas plantas.

Figura 3 — Processo de regeneracéo de plantas a partir de calos embriogénicos.
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Fonte: Cancgado et al. (2013).

O estudo de Lima et al. (2001) disserta acerca do uso da embriogénese, onde
inimeros calos foram utilizados com o objetivo de producdo da cana-de-acucar,
porém somente a espécie RB739735 obteve sucesso, regenerando cerca de 70% das
plantas. Além disso, hd um destaque para o uso da auxina 2,4-D como reguladora de
crescimento, apresentando 6timos resultados quando utilizada para a inducédo de
calos embriogénicos e na melhoria da relagdo dos genoétipos no meio de cultura
(Jesus, 2014).

J& a organogénese, realizada em processos in vitro, tem o intuito de formar
brotos e raizes a partir de outros tecidos, podendo ainda ser realizada de forma direta
ou indireta. Para o primeiro caso, tém-se que a técnica € realizada a partir de um
explante proveniente da planta matriz selecionada, logo os novos brotos séo obtidos
sem a formacéo de calos, a partir de tecidos ndo meristematicos, porém este caso é
de extrema dificuldade, pois depende da influéncia da parte da planta originaria
escolhida e de um balan¢o hormonal preciso. No segundo caso ha a utilizacdo de uma
via indireta para o processo, havendo a formacao de células ndo organizados (calos),
sendo estes favorecidos pelo meio de cultura utilizado, além do uso de reguladores
de crescimento para que as raizes e brotos se desenvolvam (Jesus, 2014). O estudo
de Almeida (2011), disserta acerca desta técnica, com o uso de Cinetina como
regulador de crescimento, obtendo formacéao de brotos para a espécie RB8855156.

Segundo Suprasanna et al. (2005), a formacdo de calos pode assim, ser
observada apos 2 semanas de inducdo dos explantes, sendo em seu estudo
observados em regides aquosas e mucilaginosas da cana-de-acucar. Na figura 4 é
possivel observar a formacdo de calos embriogénicos e na figura 5 a planta ja

regenerada.
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Figura 4 - Calos embriogénicos de cana-de-actcar em fase de desenvolvimento.
F A\

Fonte: Suprasanna et al. (2005).

Figura 5 - Planta regenerada in vitro a

partir de calos embriogénicos,

Fonte: Suprasanna et al. (2005).

2.3 Aplicacbes dos calos embriogénicos de cana-de-acUcar

As primeiras tentativas de mudancas genéticas em canas comerciais
comegaram, no Brasil, em 1901 em Pernambuco e em 1918 no estado do Rio de
Janeiro, sendo os primeiros cruzamentos efetivos em Sao Paulo na década de 1930
dando origem a variedade IAC36-25 (Carvalho; Furtado, 2013).

Porém, a cana-de-acucar modificada pela micropropagacéo comecou de fato a
ser comercializada no Brasil somente na década de 1980, objetivando produzir plantas
com alta fitossanidade, porém é relevante que estudos sejam realizados, afinal esta
técnica pode gerar variacdes somaclonal. (Moraes et al., 2017).

Os métodos tradicionais de melhoramento da cana-de-agUcar buscam criar
novas variedades hibridas que apresentem maior produtividade e teor de acucar. No

entanto, o processo enfrenta grandes desafios devido a complexidade genética das
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variedades hibridas, que possuem um nuamero variavel de cromossomos (entre 53 e
143) e um genoma estimado em 10 Gb. Além disso, o melhoramento convencional é
um processo caro, demorado e que exige muito trabalho, podendo levar de 10 a 15
anos para o langamento de uma nova variedade de elite (Kumar et al., 2024).

Além disso, o cultivo da cana-de-acucar é impactado por uma série de fatores
bidticos e abidticos, como a presenca de ervas daninhas, doencas, ataques de
insetos, pragas, seca, salinidade, temperaturas baixas, metais pesados e baixa
fertilidade do solo. Para enfrentar esses desafios e evitar perdas na produtividade, a
engenharia genética e a edicdo do genoma se destacam como ferramentas
importantes. A tecnologia transgénica permite a transferéncia precisa de genes de
plantas n&o relacionadas ou de organismos diferentes, proporcionando melhorias
especificas (Kumar et al., 2024).

A modificacdo genética da cana-de-acucar € uma ferramenta poderosa, pois
permite adicionar caracteristicas como resisténcia a patdégenos e doencas em
variedades comerciais, melhorando seu desempenho agronémico e aumentando a
producédo de acucar (Gomes Junior, 2012).

Existem varias técnicas de transformag&o genética de plantas, que podem ser
classificadas em duas categorias: transferéncia indireta e direta de genes. Na
transferéncia indireta, o0 DNA exdgeno € inserido no genoma por meio de um vetor
bioldgico. Ja a transferéncia direta utiliza processos fisico-bioquimicos para introduzir
o DNA no genoma da planta (Gonzélez, 2002).

Os principais métodos usados para transformacéo de cana-de-agucar com sé&o
eletroporacao, bombardeamento de particulas (biobalistica) e transformacéo mediada
por Agrobacterium. No entanto, os métodos diretos, como o biobalistica s e a
eletroporacdo, tém algumas desvantagens, como dificuldades na reprodugcdo dos
resultados, variagdo no numero de cépias de transgenes e instabilidade do material
genético no novo hospedeiro. Em comparacdo, a transformacdo mediada por
Agrobacterium oferece vantagens em relacdo a essas tecnologias, tornando-se uma
opcéo mais eficaz para a entrega de genes (Wang et al., 2017).

Agrobacterium tumefaciens € uma bactéria Gram-negativa que vive na rizosfera
das plantas e pode causar doencas como a "Galha da Coroa" em A. tumefaciens e a
sindrome das raizes em cabeleira em A. rhizogenes. Essas bactérias possuem
plasmideos Ti e Ri, que contém T-DNA (transfer DNA) que, quando transferido para o

genoma da planta, provoca a formacao de tumores. A transferéncia de genes ocorre
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quando A. tumefaciens é ativada por compostos fendlicos liberados pelas plantas em
ferimentos, ativando os genes de viruléncia do plasmideo Ti. O T-DNA é cortado e
associado a proteinas que facilitam sua entrada no ndcleo da célula vegetal, onde é
integrado ao genoma com a ajuda de proteinas de reparo e recombinacdo. O T-DNA
também carrega genes que regulam o crescimento da planta e produzem opinas, que
sao nutrientes para a bactéria. Esses principios sado usados para desenvolver vetores
de transformacéao genética, permitindo a insercdo de genes de interesse em diversas
espécies dicotileddneas (Gonzalez, 2002).

Apesar dos avancos nas técnicas de transformacéao genética, o local onde o
DNA ex0geno se integra ao genoma da planta e o nimero de copias inseridas ainda
sdo imprevisiveis. Em geral, as moléculas de DNA se inserem de forma aleatéria no
genoma, embora haja indicios de que isso ocorra em regides com alta atividade
transcricional.

O numero de coépias dos transgenes inseridos pode variar conforme a
metodologia utilizada na transferéncia de genes. Nos métodos diretos, € comum a
insercdo de mdltiplas copias, além da fragmentacao e recombinacao do transgene. Ja
a transformacdo mediada por Agrobacterium é considerada mais precisa, com a
integracdo de uma ou poucas copias no genoma da planta (Santarém, 2000).

O protocolo basico para transformacéo genética envolve o cultivo simultaneo
de um explante vegetal com uma linhagem desarmada de Agrobacterium sp.,
contendo o vetor com o(s) gene(s) a ser(em) inserido(s). A escolha do explante
depende de sua capacidade de regeneracao in vitro, podendo ser uma boa alternativa
0 uso de calos embriogénicos. Para induzir a transferéncia de genes, é essencial que
o explante seja ferido antes ou durante o contato com a bactéria, pois as células
feridas liberam moléculas que ativam os genes de viruléncia da Agrobacterium.
Durante a transformacao, a bactéria se liga as células vegetais no local do ferimento,
promovendo a transferéncia do T-DNA para o genoma da planta (Brasileiro; Carneiro,
2015).

Apos a transformacéo, o explante € transferido para um meio de regeneracao
contendo antibidticos descontaminantes para eliminar as células de Agrobacterium, e
um agente seletivo que inibe o crescimento das células ndo transformadas. Apenas
as células transformadas, que expressam o gene marcador de selecdo, conseguirdo
crescer no meio seletivo. Para evitar a formacdo de plantas quiméricas, a

transferéncia para o meio seletivo deve ser feita rapidamente, e a pressao de selecéo
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deve ser mantida durante todo o processo de regeneracdo. Mesmo assim, alguns
"escapes” (brotos ndo transformados que conseguem regenerar-se) podem ocorrer.
Brotos resistentes ao agente de selecéo sao isolados e transferidos para um meio de
enraizamento. Apds o enraizamento, as plantulas sdo aclimatadas e levadas para a
casa de vegetacao, onde passam por analises moleculares para verificar a integracao
e expressao dos genes exdgenos no genoma e a estabilidade da transformacao
(Brasileiro; Carneiro, 2015).

A figura 6 mostra um processo de transformacdo de plantas a partir de
fragmentos foliares. Primeiro, os fragmentos séo cortados e incubados no escuro por
20 minutos. Em seguida, eles séo transferidos para uma co-cultura liquida, incubados
no escuro por 48 horas, e depois movidos para uma co-cultura soélida. Apés esse
periodo, os fragmentos séo transferidos para um meio seletivo de inducéo de brotos,
onde permanecem por cerca de 6 semanas. Os brotos sdo entdo transferidos para
tubos de enraizamento e, finalmente, as plantas transgénicas aclimatadas sao levadas

para casas de vegetacao.

Figura 6 - Processo de transformacédo genética de plantas, utilizando fragmentos foliares.

N
3

‘
-

\|
I

e - Ly
A
- & ‘ ‘ e | v
- R A\ <&y (~
=
4 e cocultura sélida meio seletivo
cocultura liquida
— — —
Cortar fragmentos e incubar Transferir e incubar Transferir para meio
no escuro por 20 minutos no escuro por 48 horas de indugdo de brotos
na luz por ~ 6 semanas
I I N4
}/
— —

Transferir brotos para Aclimatar plantas
meio de enraizamento transgénicas
em casa de vegetagio

Fonte: Brasileiro, Campos (2015).



22

2.4 Avancos recentes e perspectivas para o futuro

Devido as melhorias genéticas, algumas variedades de cana-de-acucar podem
ser destacadas, como a RB867515, genotipo adaptado a condi¢des restritivas de
clima e de ambiente, sendo cultivada principalmente no estado de Séo Paulo,
apresentando facilidade de cultivo nesse local. A RB855156 também pode ser
mencionada, sendo um genadtipo precoce utilizado para o aumento da safra de cana,
ou seja, com esta variedade as plantagcdes podem ser alavancadas, juntamente com
a producéao anual de alcool e de acucar (Chapola et al., 2014; Morais et al., 2015).

Na figura 7, é possivel observar como estas melhorias foram eficientes entre
0s anos de 1975 e 2010, momento em que as mudancgas genéticas obtiveram inicio e

énfase, aumentando a produtividade da planta no Brasil.

Figura 7 - Evolucéo da produtividade de cana-de-acucar no Brasil, entre 1975 e 2010
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Fonte: Dal-Bianco (2012).

Acerca dos programas de melhoramento genético de cana-de-acucar, pode-se
mencionar o Instituto Agronémico de Campinas (IAC), local este precursor da
pesquisa agricola no Brasil. O IAC priorizava inicialmente o estudo de gendétipos
provenientes de outros paises, sendo somente na década de 1940 o inicio dos
estudos de materiais produzidos no Brasil, resultando nas primeiras variedades de
cana, como a CB41-76 e a IAC51-205. Atualmente, o instituto tem apoio da Fundacéo
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e desenvolve pesquisas
no Cerrado brasileiro, com o objetivo de melhorar geneticamente a cana para que seja
plantada neste local que apresenta um clima com altas temperaturas e solos pouco
férteis (AgriShow Digital, 2022; De Carvalho; Furtado, 2013).
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Outro local a ser citado € o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), localizado
na cidade de Piracicaba, interior de Sdo Paulo, possuindo um banco de clones de
cana com cerca de 5 mil unidades. O destaque do CTC, na questao do melhoramento
geneético, encontra-se no interesse sobre as mudancgas climéticas, ou seja, buscam o
desenvolvimento de plantas que sejam resistentes a essas mudancas e se adéquem
a longo prazo as alteracdes climaticas de cada ambiente (De Carvalho; Furtado,
2013).

A Rede Universitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético
(RIDESA) também tem papel fundamental no melhoramento genético, afinal &
formada por vérias universidades federais (UFSCar, UFPR, UFV, UFAL, UFS,
UFRPE, UFRRJ) com o intuito de reunir conhecimento e méo-de-obra na busca pelo
melhoramento genético da cana-de-acucar. O aglomerado de interesse desta rede
esta no banco de germoplasma localizado no Alagoas, apresentando 78 variedades
genéticas, além do banco presente na Serra do Ouro com cerca de 2600 genatipos.
Logo, as variedades de cana sao cruzadas entre si na busca das melhores
condicionantes de cada espécie, obtendo uma variedade melhorada com melhor
desenvolvimento e producéo (Ridesa, 2024).

Vale destacar também a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), fundada em 1972, que apresenta grande relevancia no desenvolvimento
agricola do Brasil. No ano de 2011, a empresa deu inicio ao estudo do melhoramento
genético de cana, obtendo as primeiras plantas transgénicas resistentes a seca,
denominadas DREB2A. Atualmente, a EMBRAPA trabalha na busca por plantas mais
resistentes, além de estar em constante interesse para que a cana possa ser plantada
no Nordeste sem maiores prejuizos, investindo cerca de 34 milhdes de reais nessa
pesquisa, visando a modificacdo genética da cana e a melhoria da producéo
(Embrapa, 2024).

Fica claro que os programas de melhoramento buscam o desenvolvimento da
cana-de-acucar com clones que apresentem alto teor de acucar, alta producéo de
alcool e acucar, além de serem saudaveis e tolerantes a qualquer ambiente,
viabilizando a producdo e a economia. Sendo assim, € perceptivel que essas
mudancas tendem a ser cada vez mais estudadas, melhoradas e implementadas nas
producdes de cana (De Carvalho; Furtado, 2013).

O sistema CRISPR, desenvolvido a partir dos mecanismos de defesa

bacteriana, permite a edicédo precisa do genoma ao cortar o DNA com a enzima Cas9,



24

guiada por uma sequéncia de RNA. No sistema bacteriano, o0 CRISPR é composto
por repeticdes palindrémicas e espacadores que formam o RNA guia, direcionando a
Cas9 para a sequéncia-alvo (ARENDT; PEREIRA; MARKOSKI,2016).

Introduzindo a proteina Cas9 e o RNA guia em células, é possivel causar
guebras no DNA. O organismo entdo utiliza seus proprios mecanismos para corrigir
essas quebras, permitindo modificacdes precisas no genoma. Isso pode ser usado
tanto para reparar mutacfes quanto para introduzir novas, facilitando a correcdo de
genes e 0 "nocaute" génico. Devido a sua capacidade de realizar alterac6es genéticas
com alta precisdo, o CRISPR/Cas9 tem o potencial de aumentar significativamente a
eficiéncia da transformacédo genética no futuro. A tecnologia é amplamente utilizada e
disponivel comercialmente, com RNA guia e proteina Cas9 sendo entregues as
células por vetores ou agentes quimicos (ARENDT; PEREIRA; MARKOSKI,2016).

CONCLUSAO

O desenvolvimento da cana-de-aglucar no Brasil, desde o0s primeiros
cruzamentos no inicio do século XX até os avancgos recentes em engenharia genética,
tem sido marcado por uma busca constante por melhoria na produtividade e
resisténcia das plantas. As primeiras tentativas de melhoramento genético, como 0s
cruzamentos em Séo Paulo na década de 1930, deram origem a variedades
importantes como a IAC36-25. No entanto, foi apenas na década de 1980 que a
micropropagacado comecou a ser comercializada, visando uma maior fitossanidade
das plantas, embora ainda fosse necessario investigar possiveis variacoes

somaclonais resultantes dessas técnicas.

O melhoramento convencional da cana-de-acucar, que busca variedades
hibridas com alta produtividade e teor de acucar, enfrenta desafios devido a
complexidade genética das plantas e ao tempo e custo envolvidos. A presenca de
fatores bidticos e abidticos adversos, como pragas, doencas, e condi¢cdes climaticas
extremas, impfe ainda mais desafios a producdo. Nesse contexto, a engenharia

genética e a edicdo do genoma surgem como ferramentas cruciais, permitindo a
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introducao de caracteristicas desejaveis, como resisténcia a patdgenos e doencas.

Entre as técnicas de transformacdo genética, a transformacdo mediada por
Agrobacterium se destaca pela sua precisdo, embora ainda existam desafios
relacionados a insercao aleatéria e ao numero de copias dos transgenes. A utilizacéo
de calos embriogénicos como explantes para a transformacéo genética tem mostrado
ser uma abordagem eficaz, fornecendo uma base sélida para o desenvolvimento de

variedades de cana-de-acgucar geneticamente modificadas.

Os avancgos recentes na pesquisa, como o desenvolvimento das variedades
RB867515 e RB855156, demonstram a eficacia das melhorias genéticas na
adaptacéo das plantas a diferentes condi¢@es climaticas e na otimizacdo da producédo
de acucar e é&lcool. Instituicdes como o Instituto Agronémico de Campinas (IAC), o
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), a Rede Universitaria para o Desenvolvimento
do Setor Sucroenergético (RIDESA) e a EMBRAPA tém desempenhado papéis
fundamentais na pesquisa e desenvolvimento, promovendo a criacdo de variedades

adaptadas a condicdes adversas e a introducao de caracteristicas desejaveis.

O sistema CRISPR/Cas9, com sua capacidade de realizar edicdes genéticas
precisas, representa uma promessa significativa para o futuro da transformacéao
genética de plantas. Essa tecnologia, ao permitir modificacBes diretas e precisas no
genoma, tem o potencial de aumentar a eficiéncia e a eficacia das melhorias genéticas
na cana-de-acgUcar, oferecendo novas oportunidades para enfrentar os desafios da
producdo agricola.

Em resumo, a combinacé&o de técnicas tradicionais e modernas de engenharia
genética, aliada ao avanco das pesquisas e inovacdes tecnoldgicas, continuara a
desempenhar um papel crucial no desenvolvimento de variedades de cana-de-acucar
mais produtivas, resistentes e adaptadas as condigcbes ambientais, garantindo a

sustentabilidade e o crescimento da producao sucroalcooleira no Brasil.
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