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RESUMO GERAL

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum L.) é cultivada em torno de 80 paises do
mundo, a qual é responsavel por suprir aproximadamente 70% da demanda mundial por
acucar e ser uma alternativa na producdo de combustivel renovavel. A embriogénese
somatica é uma ferramenta valiosa para os programas de melhoramento genético,
podendo auxiliar nos estudos de fisiologia, genética e bioquimica. Este trabalho
objetivou estabelecer as melhores concentragdes de: sacarose; 2,4-D e carvéo ativado,
no processo de embriogénese somatica para as variedades RB92579 e RB99395 de
cana-de-acucar. As variaveis analisadas foram: porcentagem de calos embriogénicos,
qualidade dos calos embriogénicos e nimero de plantas regeneradas a partir dos
embrides somaticos. Apices caulinares, com 8 a 10 meses de idade, foram coletados,
desinfestados e excisados até a obtencdo do meristema apical envolvido por primérdios
foliares. No primeiro experimento, foi avaliado o efeito de quatro concentracdes de
sacarose: 10, 20, 30 e 40 g L™ no segundo experimento, o efeito de quatro
concentracdes de 2,4-D: 0, 3,6 e 9 mg L™ e no terceiro experimento, o efeito de quatro
concentracdes de carvéo ativado: 0; 0,75; 1,50 e 2,25 g L™. A concentracéo de 30 g L™
de sacarose no meio de cultura foi indicada como a mais viavel para as variedades
estudadas no desenvolvimento de calos embriogénicos na fase escura. Os explantes
cultivados sem 2,4-D ficaram marrons, ndo formaram calos e morreram apos a terceira
semana de cultivo. As concentracdes de 3 mg L™ de 2,4-D, utilizadas nos meios de
cultura MS, foram as mais viaveis para as variedades RB92579 e RB99395 na formacéo
e qualidade dos calos embriogénicos, assim como, no numero de plantas regeneradas. O
carvao ativado estimulou a germinacdo precoce parcial dos embriGes ainda no escuro
induzindo a rizogénese sobre os calos e reduzindo a qualidade dos mesmos. Houve uma
correlacdo alta e positiva entre a qualidade dos calos embriogénicos e o nimero de
plantas regeneradas. A resposta da variedade RB99395 ao processo de embriogénese
somatica foi superior a da variedade RB92579 nos trés experimentos realizados,

indicando que essa variedade tem maior potencial embriogénico.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, cultura de tecidos, embriGes somaticos.



GENERAL ABSTRACT

The sugar cane (Saccharum officinarum L.) is cultivated in about 80 countries around
the world, which is responsible for supplying approximately 70% of world demand for
sugar and for being an alternative to produce renewable fuel. Somatic embryogenesis is
a valuable tool for breeding programs, which could benefit studies of physiology,
genetics and biochemistry. This work aimed to establish the best concentrations of
sucrose, 2,4-D and activated charcoal in the somatic embryogenesis of two varieties
(RB92579 and RB99395) of sugar cane. The variables evaluated were: percentage of
embryogenic calli, quality of embryogenic calli and number of regenerated plants from
somatic embryos. The soft-end stem of 8 to 10 months-old plants were collected,
disinfested and excised to obtain the apical meristem surrounded by few leaves
primordia. In the first experiment, it was evaluated the effect of four concentrations of
sucrose: 10, 20, 30 and 40 g L in the second experiment, the effect of four
concentrations of 2,4-D: 0, 3, 6 and 9 mg L™; and in the third experiment, the effect of
four concentrations of activated charcoal: 0; 0,75; 1,50 and 2,25 g L The
concentration of 30 g L™ sucrose in the culture medium was indicated as the most
feasible for the varieties in the development of embryogenic callus in the dark phase.
The explants cultured in absence of 2,4-D were brown, did not produce callus and died
after three weeks in vitro. The concentration of 3 mg L™ of 2,4-D added to the culture
medium was designated as the best treatment to formation and quality of embryogenic
calli, as well as the number of regenerated plants in both varieties. The activated
charcoal stimulated an abnormal early germination of the embryos in the dark inducing
root formation on the callus and reducing their quality. There was a high positive
correlation between the quality of callus and the number of regenerated plants. The
response to somatic embryogenesis of the variety RB99395 was significantly better than
in the variety RB92579.

Keywords: Saccharum officinarum, tissue culture, somatic embryos.
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INTRODUCAO GERAL

A transformacédo genética, a fusdo de protoplastos, entre outras, sdo tecnologias
importantes que os programas de melhoramento genético podem adotar para a obtencao
de variedades agronomicamente superiores. Contudo, para que essas tecnologias
possam ser aplicadas, é necessario que haja um sistema de producdo de mudas bastante
eficiente, sendo uma excelente alternativa as técnicas da cultura de tecidos (DESAI et
al., 2004).

Uma das estratégias para o cultivo in vitro é a embriogénese somatica, processo
pelo qual células dipldides ou sométicas desenvolvem estruturas semelhantes a
embriGes zigoticos, por meio de sequéncia ordenada de estadios embriogénicos
caracteristicos, sem ocorréncia de fusio dos gametas (LITZ e GRAY, 1995; JIMENEZ,
2001).

As auxinas sdo apontadas como as principais substancias responsaveis pelo
desencadeamento dos processos embriogénicos. Geralmente, esses fitohormonios
induzem a formacdo de calos nos explantes e, em seguida, 0s calos sdo induzidos a
embriogénese retirando-se ou reduzindo-se a concentragdo de auxina do meio de cultivo
(SANI e MUSTAPHA, 2010); ou utilizando-se promotores de maturacdo de embrides
como o carvao ativado, o acido abscisico, o polietilenoglicol entre outros.

O carvdo ativado é bastante utilizado como agente potencializador das respostas
de maturacdo da embriogénese somatica. Por adsorver substancias inibitorias do meio
de cultivo ou produtos toxicos liberados pelos explantes, propicia o desenvolvimento de
embriBes, podendo ser utilizado em diferentes culturas entre as concentracdes de 0,2% a
3% (PASQUAL et al., 2001).

Além dos reguladores de crescimento, dos sais, das vitaminas e maturadores, 0s
acucares também sdo importantes na composi¢do dos meios de cultura. A sacarose no
meio de cultivo in vitro influencia varios processos metaboélicos nas culturas e apresenta
efeito sobre o crescimento e diferenciacéo dos tecidos (SKREBSKY et al., 2004).

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) é estudada em inUmeros
programas de melhoramento genético. Em Alagoas, o Programa de Melhoramento
Genético da Cana-de-actcar (PMGCA) da Universidade Federal de Alagoas desenvolve
variedades, mais produtivas e resistentes aos fatores bidticos e abidticos, que séo

liberadas para o setor sucroalcooleiro.
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Através dos protocolos de regeneracdo de plantas in vitro a partir da
embriogénese somatica, o uso da biotecnologia pode ser mais uma alternativa eficiente
para 0 PMGCA a obtencdo de novas variedades além dos processos convencionais de
melhoramento genético.

Este trabalho objetivou estabelecer as melhores concentracGes dos componentes:
sacarose; auxina sintética 2,4-D; e carvao ativado, adicionados ao meio de cultivo
indutor de embriogénese somatica para as variedades de cana-de-agclicar RB92579 e
RB99395.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cana-de-agucar e o melhoramento genético

A cana-de-acucar, espécie semiperene, alégama, pertencente a classe das
monocotileddneas, familia Poaceae e ao género Saccharum (ROSSATO JUNIOR,
2009), ¢ originaria do Sudeste Asiatico, entretanto, € cultivada numa ampla faixa de
latitudes e altitudes que variam desde o nivel do mar até mil metros acima desse nivel
(MAGALHAES, 1987).

Em torno de 80 paises das regides tropical, semitropical e subtropical do mundo
cultivam a cana-de-acUcar, principalmente pela sua capacidade de armazenar, no colmo,
altas concentracdes de sacarose, a qual é responsavel por suprir aproximadamente 70%
da demanda mundial por agUcar e ser uma alternativa na producdo de combustivel
renovavel, o etanol (TEW e COBILL, 2008).

A cana-de-acUcar, misturada com a uréia, também pode ser utilizada como uma
forragem destinada a alimentacdo animal. Além de apresentar uma excelente
palatabilidade, que aumenta a aceitacdo pelo animal, essa espécie € muito rica em
energia, a qual varia de acordo com o teor de sacarose presente no colmo (LIMA
JUNIOR et al., 2010).

Introduzida no Brasil no periodo colonial, transformou-se em uma das principais
culturas de importancia s6cio-econdmica para o pais, sendo ele, ndo apenas 0 maior
produtor mundial dessa commodity, como também, o primeiro do mundo na producao
de acucar e etanol (MAPA, 2012).

O Brasil, atualmente, possui uma area plantada, de cana-de-agUcar, em torno de
8,3 milhdes de hectares, distribuidos em varios Estados, sendo que as principais regides
de cultivo s@o Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Sul (CONAB, 2011), permitindo duas
safras ao ano por conta das condic¢des climéticas. Portanto, durante o ano todo o Brasil
produz agucar e etanol para os mercados interno e externo (UNICA, 2012).

Em vista da grande importancia mundial dessa monocotiledonea, ela esta
inserida em indmeros programas de melhoramento genético em todo o mundo,
sobretudo com o intuito principal de aumentar a produtividade, pois se além dos tratos
culturais ndo for dada uma alta qualidade genética, o aumento da produc¢do nao pode ser
alcancado (CESNIK e MIOCQUE, 2005).
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A cana tradicionalmente cultivada, Saccharum officinarum, foi melhorada
através de uma série de cruzamentos entre algumas espécies selvagens do género
Saccharum, como consequéncia, as variedades de cana-de-agucar, atuais, sao altamente
poliploides e aneuploides, com um numero de cromossomos que varia de 100 a 130
(VETTORE et al., 2003).

As variedades “modernas”, ou seja, os hibridos interespecificos (Saccharum
spp), resultantes do melhoramento genético, mais resistentes aos agentes bidticos e
melhor adaptadas as diversas condi¢cbes ambientais, sdo utilizadas ha décadas pelos
produtores e sdo responsaveis pela expansdo da cultura pelo mundo (MATSUOKA et
al., 1999).

Através de melhoramento genético continuo, a cana de agucar se tornou uma das
culturas mais eficientes do mundo na captagéo e conversdo da energia solar em energia
quimica (TEW e COBILL, 2008). Os programas de melhoramento genético tém
relatado ganhos de producdo de aclcar na ordem de 1 a 2% ao ano e tém atribuido a
maior parte deste aumento & genética (EDME et al., 2005).

As principais pesquisas de biotecnologia realizadas na cana-de-agticar possuem
foco na engenharia genética para obtencdo de canas transgénicas; identificacdo de
marcadores moleculares, associados as caracteristicas agronémicas; e propagacao clonal
em biofabricas (LAKSHMANAN et al., 2005).

O emprego da biotecnologia no melhoramento genético da cana-de-agucar
depende de protocolos de regeneracéo in vitro a partir da cultura de tecidos, incluindo a
embriogénese somética (CIDADE et al., 2006). A integracdo das técnicas de
transformacéo genética e cultura de tecidos tem sido fundamental nos ganhos genéticos,
a partir de gendtipos superiores (LAKSHMANAN et al., 2005).

Embora a aplicacdo da biotecnologia para a melhoria genética das caracteristicas
da cana-de-acUcar ter um impacto significativo sobre os rendimentos agricolas e
producdo industrial, o desenvolvimento de metodologias de engenharia genética com
base na cultura de tecidos para obter variedades melhoradas ndo € ainda um processo de

rotina nos programas de melhoramento (TIEL et al., 2006).

2.2 Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos vegetais pode ser entendida como um conjunto de técnicas

que permite o cultivo de células, tecidos ou 6rgéos isolados da planta mée em condigcfes
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de elevada assepsia e com rigoroso controle nutricional, de luminosidade e temperatura,
em meio de cultura in vitro (GEORGE et al., 2008).

Um dos primeiros fundamentos que possibilitou a existéncia da cultura de
tecidos foi a teoria da totipoténcia celular formulada, no século 19, por Matthias
Schleiden e Theodor Schwann (CID, 2001). A teoria propde que qualquer célula vegetal
tem potencial genético para formar uma nova planta com carga genética igual a planta
matriz, ou seja, um clone. Essa capacidade se manifesta quando a célula esta sob
condigdes especiais de estimulo (CID, 2001).

A cultura de tecidos pode da suporte técnico a diversas areas como a bioquimica,
para estudo e elucidacdo de rotas metabdlicas; a fisiologia vegetal, para estudos de
crescimento e desenvolvimento das plantas; a fitopatologia, para estudos de toxinas, por
exemplo; a citogenética, para estudos de cromossomos ou aberracBes cromossémicas;
entre outras areas (CID, 2001).

O sucesso da aplicacdo desta técnica depende de uma série de fatores, que
necessitam ser controlados adequadamente durante o processo, como meio de cultura,
estado fisioldgico da planta mde de onde é retirado o explante e, sobretudo, da
capacidade morfogénica do genétipo (DELPORT et al., 2001; SAHARAM et al., 2004;
COSTA et al., 2007).

O crescimento e a morfogénese de células e tecidos in vitro sdo regulados pela
interacdo e pelo balango entre as substancias adicionadas ao meio de cultura e por
aquelas produzidas de forma enddgena pelas células dos explantes (CHAPLA et al.,
2009).

Os primeiros estudos de cultura de tecidos em cana-de-agucar foram realizados
na década de 60 com a regeneracdo de plantulas a partir de calos (LIU, 1983). Anos
mais tarde, Ho e Vasil (1983) conseguiram obter embrides somaticos a partir de
segmentos de folhas jovens de cana.

Dentro de um programa de melhoramento vegetal, a cultura de tecidos pode ser
empregada de diversas maneiras. No melhoramento de espécies que apresentam
problemas de dorméncia de sementes, pode-se utilizar a técnica de germinacéo in vitro;
quando o desenvolvimento do fruto € um processo prolongado, pode-se utilizar a cultura
de embribes imaturos, na germinacdo, para acelerd-la entre outras aplicacbes
(ANDRADE, 2002).

A cultura de tecidos, embora ndo atue diretamente na obtencéo de cultivares, da

suporte as fases desse processo. Por exemplo, o desenvolvimento de protocolos
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eficientes de propagacdo de plantas, através das técnicas de cultivo in vitro, € necessario
para a transformacéo genética (LITZ e GRAY, 1995; DESAI et al., 2004). As principais
caracteristicas agronémicas manipuladas na transformacédo genética de cana-de-aclcar
sdo a resisténcia ao ataque de insetos, fungos e viroses; a tolerancia aos herbicidas; o
aprimoramento da qualidade das fibras entre outras (GALLO-MEAGHER et al., 2000).

Entre as principais vantagens da propagacdo in vitro estdo a rapidez em relagéo a
outros métodos de propagacdo vegetativa, a producdo de mudas livres de virus e outros
patdgenos, além da possibilidade de sua utilizacdo quando a propagacao por técnicas
convencionais for muito dificil de ser realizada (HO e VASIL, 1983; LITZ e GRAY,
1995).

Um dos caminhos da producdo de plantas in vitro é a embriogénese somatica, a
qual diz respeito a formacdo de embrides a partir de tecidos somaticos (RAEMAKERS
et al., 1995) ou, segundo Litz e Gray (1995), a partir de células Unicas, evitando a

ocorréncia de quimeras.

2.3 Embriogénese somética

Embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos usualmente
empregados para designar o processo pelo qual células ou tecidos somaticos se
desenvolvem através de diferentes estagios embriogénicos dando origem a um embrido,
que, por sua vez, ir4 originar uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas
(WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986).

Durante esse processo, 0s embrides somaticos passam por estagios similares
aqueles observados na embriogénese zigotica, caracterizando-se, também, como uma
estrutura bipolar (HO e VASIL, 1983; RAEMAKERS et al., 1995), onde em uma
extremidade serdo diferenciadas as células do sistema radicular e, na extremidade
oposta, serdo diferenciadas as células que originardo as folhas e os ramos (NABORS et
al., 1983; TERMIGNONI, 2005).

As embriogéneses somatica e zigética apresentam elevado nivel de semelhanga
tanto na morfologia do embrido, como no padrdo de expressao de genes e proteinas,
qualificando a embriogénese somatica como um modelo efetivo para estudos em
diferentes estddios de desenvolvimento do embrido (ZIMMERMAN, 1993;
LINACERO et al., 2001).
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A embriogénese somatica é uma técnica de grande aplicabilidade para os estudos
basicos relacionados, desde, a fisiologia, genética e bioquimica do desenvolvimento
embrionario, até a propagacdo clonal em massa, visando a conservacdo e o0
melhoramento genético das espécies (YEUNG, 1995; STEINER et al., 2008).

A embriogénese somatica pode ser direta ou indireta. Na forma direta, 0s
embriBes somaticos sdo formados a partir de células que ja estdo determinadas e
competentes para o desenvolvimento embriogénico, antes da condicédo de explante, sem
a ocorréncia da fase de calo. Na forma indireta, primeiro ha uma fase de redeterminagéo
das células diferenciadas do explante, seguida da ativacdo da divisdo e proliferacdo
celular, que levam a formacdo do calo e, na segunda fase, ocorre o desenvolvimento dos
embriBes a partir de determinadas células do calo (WILLIAMS e MAHESWARAN,
1986; SWEBY et al., 1994; GAJ, 2004).

Diferentes tipos de calos podem ser induzidos durante a embriogénese somatica
indireta, a saber: os calos embriogénicos que sdo de coloracdo amarelada, compactos e
com aspecto duro; e os calos ndo embriogénicos que podem ser semitranslicidos ou
brilhantes, fridveis ou mucilaginosos (LAKSHMANAN, 2006).

Alem da diferenca morfoldgica, esses calos diferem entre si pelo potencial de
regeneracdo de plantas (NABORS et al., 1983). O calo denominado embriogénico
apresenta a formacdo de pequenos embrifes somaticos capazes de regenerarem plantas
completas, com raiz e parte aérea, visto que 0s mesmos sao bipolares. Enquanto que o
calo ndo embriogénico é aquoso e sem consisténcia e ndo apresenta a capacidade de
regenerar plantas (NABORS et al., 1983; RASHID e QURAISHI, 1989).

O tipo de calo e o seu potencial regenerativo, é influenciado por varios fatores
incluindo: tipo de explante, genotipo, composicdo do meio e a selecdo do tecido para
subcultivo (RINES et al., 1992).

As fases da embriogénese somatica indireta estdo fortemente associadas aos
reguladores de crescimento vegetal (WILLIAMS & MAHESWARAN, 1986),
principalmente as auxinas e as citocininas, que estdo envolvidas na regulacdo do
crescimento e diferenciacdo celular (FEHER et al., 2003).

Entre as duas formas de realizacdo da embriogénese somaética, a via direta é
menos utilizada nas espécies, enquanto que, a via indireta é descrita para a maioria das
espécies de importancia econdmica, a exemplo da cana-de-acicar (RAEMAKERS et
al., 1995). Segundo Gaj (2004), entre 124 protocolos de inducdo de embriogénese
somatica em diferentes espécies, apenas 30% ¢ da forma direta.
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A embriogénese somatica é uma ferramenta valiosa para o melhoramento de
espécies vegetais de importancia comercial (GONZALEZ et al., 2012). Esta técnica
vem sendo utilizada para a obtencdo de plantas transgénicas (PRAKASH e
VARADARAJAN, 1992; GAMA, 1993) e sementes sintéticas (SCHULTHEIS et al.,
1990).

A embriogénese somatica tem a capacidade de ser induzida a partir de
protoplastos, suspensdes celulares e culturas de calos, isso formou a base para uma
efetiva exploracdo da engenharia genética para o melhoramento de cana-de-agucar
(LAKSHMANAN et al., 2005).

2.4 Fatores que afetam a embriogénese somatica

A técnica da embriogénese somatica envolve o estabelecimento de um explante
na cultura, a proliferacdo de calos subsequentes (no caso da forma indireta), e a
iniciacdo de embrides somaticos (VON ARNOLD et al., 2002). Mas para que iSS0O
aconteca muitas variaveis devem ser ajustadas nesse processo.

Para que ocorra a embriogénese somatica é necessario que a célula ou o tecido
vegetal sofra uma indugdo, pois as células sométicas ndo sdo naturalmente
embriogénicas (NAMASIVAYAM, 2007). E das células competentes, ou seja, aquelas
que se mostram sensiveis aos fatores de inducdo e capazes de desenvolver a
embriogénese somatica, que se formam os embribes (GAJ, 2004).

A técnica mais usual para indugdo da competéncia embriogénica consiste na
exposicdo dos explantes a concentragdes adequadas de auxinas durante periodos de
tempo variaveis (HO e VASIL, 1983).

Entre as metodologias aplicadas na inducdo da embriogénese somatica, ha
variag0es na composi¢do dos meios de cultura, no tipo ou na concentragdo dos
reguladores de crescimento, bem como no controle do ambiente da sala de cultivo e na
densidade das celulas (PREECE, 1995).

O gendtipo dos explantes também é uma variavel extremamente relevante, no
processo de formacdo de embrides somaéticos, pois cada genétipo estudado pode
apresentar requerimentos distintos de cultivo para a inducdo de estruturas embriogénicas
(PREECE, 1995).

Além do material genético, € importante definir a fonte de explante a ser

utilizada e a época da coleta, uma vez que varios tecidos da mesma planta ou tecidos em
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diferentes estagios de desenvolvimento podem resultar em diferentes respostas a
inducdo da embriogénese (HO e VASIL, 1983; LITZ e GRAY, 1995).

2.4.1 Acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)

Dentre os reguladores de crescimento envolvidos na cultura de tecidos, a classe
das auxinas € considerada a mais importante na inducdo e regulacdo da embriogénese
somatica por serem responsaveis pela desdiferenciacdo e rediferenciacdo das células
(COOKE et al., 1993; GUERRA et al., 1999).

O 2,4-D ¢é um regulador de crescimento da classe das auxinas utilizado na
maioria dos estudos de cultura de células e tecidos embriogénicos (FEHER et al., 2003),
em varias espécies, como a canela sassafras (SANTA-CATARINA et al., 2001), batata
doce (MAGALHAES et al., 2006), aveia branca (BISPO et al., 2007), murici-pequeno
(NOGUEIRA et al., 2007), entre outras.

Em cana-de-agucar, este analogo da auxina também provou ser o mais eficiente
na indugdo de calos embriogénicos (LAKSHMANAN et al, 2006). A alta
especificidade do 2,4-D a inducdo de calos na cana-de-acUcar pode ser atribuida a
presenca de supostos receptores de 2,4-D presente na superficie da membrana celular do
explante (SANI e MUSTAPHA, 2010).

O 2,4-D pode ser requerido em concentracdes elevadas ou por periodos
relativamente longos para iniciar a sequéncia de eventos que desencadeiam a
embriogénese (VON ARNOLD e ERIKSSON, 1981).

Nos processos embriogénicos, aqueles explantes que sdo cultivados sem 2,4-D
ndo se desenvolvem, ficam amarronzados e necrosam totalmente dentro de poucos dias
de cultivo (TIEL et al., 2006; SANI e MUSTAPHA, 2010).

A presenca de uma auxina para a inducdo de calos embriogénicos é
imprescindivel, entretanto a maturacdo e germinacdo dos embrides ocorrem na auséncia
ou em concentracdes muito baixas dessa substancia (HALPERIN e WETHERELL,
1964).

2.4.2 Carvao ativado

O carvéo ativado, embora ndo seja um fitormonio, é utilizado frequentemente na

cultura de tecidos com o objetivo de regular o crescimento das plantas (GEORGE,
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1996). Na embriogénese somaética tem importdncia na maturagdo dos embribes
somaticos.

A embriogénese somatica indireta pode ser dividida em duas fases basicas: a
fase de inducéo de calos e a fase de maturacdo de embrides. A primeira ocorre em meio
de cultura com elevadas concentragdes de auxina, principalmente o 2,4-D; a segunda
ocorre em meio com baixa ou nenhuma concentracdo de auxina e/ou com agentes
maturadores de embriGes como o acido abscisico (ABA), agentes osmoticos e carvdo
ativado (STEINER et al., 2008).

O carvédo ativado, utilizado em culturas in vitro, tem a propriedade de adsorver
substancias inibitorias como reguladores de crescimento residuais, compostos fenolicos
presentes nos explantes, etileno, entre outras, potencializando as respostas de maturacao
dos embrides somaticos (MACEDO, 2010).

Compostos fendlicos geralmente sdo designados como substéncias inibidoras do
desenvolvimento dos explantes, os quais devem ser evitados ou eliminados das culturas
in vitro (PAN e STADEN, 1998).

A embriogénese somatica indireta de cana-de-acUcar é bastante afetada pela
exsudacdo dos compostos fendlicos produzidos pelos explantes (LORENZO et al.,
2001). Esses compostos quando entram em contato com o oxigénio sofrem reacdes de
oxidacdo e resultam em produtos toxicos, que ocasionam 0 escurecimento e a necrose
dos explantes, prejudicando o desenvolvimento dos calos (RODRIGUES, 2003).

A adicdo do carvdao ativado aos cultivos embriogénicos promove o0
desenvolvimento dos calos provavelmente por absorver do meio de cultura os
compostos fendlicos (FRIDBORG et al., 1978), as auxinas e citocininas
(WEATHERHEAD et al., 1978) que inibem o desenvolvimento dos embribes
somaticos.

Alguns métodos para impedir a acumulagdo de compostos fendlicos nas culturas
in vitro tém sido recomendados. O método mais amplamente utilizado é a transferéncia
dos explantes para meio fresco (PAN e STADEN, 1998). No entanto o risco de
contaminacdo e o risco de mutacGes pelo aumento de subculturas é um problema. A
utilizacdo do carvdo ativado nas culturas pode minimizar esse problema (PAN e
STADEN, 1998).

Além disso, alguns autores relatam que o carvdo ativado liberam substancias
naturalmente presentes na sua estrutura, que sdo benéficas para o crescimento da cultura
in vitro (PAN e STADEN, 1998).
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Diversos autores tém utilizado o carvdo ativado nos processos embriogénicos em
varias espécies de importancia econdémica, como soja (BUCHHEIM et al., 1989), cacau
(VENTURIERI e VENTURIERI, 2004), Piscea abies (PULLMAN et al., 2005), cana-
de-agucar (MACEDO, 2010), entre outras.

2.4.3 Sacarose

A sacarose € o carboidrato mais utilizado na cultura de tecidos e suas agdes
sobre os explantes sdo bastante variadas. Esse carboidrato € utilizado mais comumente
entre as concentrac@es de 2 e 3% (OZIAS-AKINS e VASIL, 1982).

VariagOes na concentracao de sacarose no meio de cultura afetam as condicdes
osméticas e o0 metabolismo da planta in vitro, influenciando o crescimento e a
diferenciacédo das culturas (KUMAR et al., 1984).

Na embriogénese somatica, a sacarose tem sido a fonte de carbono mais
empregada, embora outros mono e dissacarideos também possam ser utilizados
(MACIEL et al., 2003). Tem a capacidade de restaurar o potencial embriogénico das
culturas através do aumento de sua concentracdo (JONES, 1974).

Varios autores ja demonstraram os efeitos positivos da adicdo de sacarose em
culturas embriogénicas de diferentes espécies de plantas como citros (BUTTON, 1978),
cacau (TEIXEIRA et al., 2002; SANTANA et al., 2010), cana-de-agucar (TAPIA et al.,
1999).

As concentragbes de sacarose estimulam a formagéo de calos embriogénicos
(LU et al., 1982), influenciam nos processos de inicia¢do e diferenciagdo dos embrides
somaticos (GUERRA et al., 1999) e reduzem a frequéncia de anormalidades de
desenvolvimento tais como a formacdo de embrides secundarios, a fasciacdo e a
formacao de policotilédones (AMMIRATO e STEWARD, 1971).

A sacarose, quando utilizada em altas concentragdes na técnica da embriogénese
somatica, parece ter efeito comparavel ao produzido pelo &cido abscisico (ABA) (LITZ
e JARRET, 1991), isto é, desenvolvendo um papel regulatorio aos estresses envolvendo
perda de &gua (LINACERO et al., 2001). Uma vez que, nos ultimos estadios da
maturacdo do embrido ha perda de agua levando & dessecacdo e ao inicio do programa
de dorméncia (LINACERO et al., 2001).
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CAPITULO 1

Efeito da sacarose na embriogénese somatica indireta de duas variedades RB de

cana-de-acucar
RESUMO

A sacarose tem sido o carboidrato mais utilizado na embriogénese somatica,
influenciando nos processos de inducdo, maturacdo e diferenciacdo dos embrides
somaticos. Os efeitos positivos da adicdo desse carboidrato nos meios de cultivo de
embriGes somaticos tém sido demonstrados em diferentes espécies de plantas, inclusive
na cana-de-aclcar. Este trabalho teve por objetivo determinar as melhores
concentracOes dessa fonte de carbono no processo de embriogénese somatica para as
variedades RB92579 e RB99395. Apices caulinares, com 8 a 10 meses de idade, foram
coletados e levados para o laboratdrio, onde foram higienizados e dissecados até a
obtencdo do meristema apical envolvido por primdrdios foliares. Os explantes foram
colocados em meios de cultura indutores de embriogénese somatica compostos por
quatro concentracGes de sacarose: 10, 20, 30 e 40 g Lt A porcentagem de calos
embriogénicos e a qualidade dos calos embriogénicos foram avaliadas ap0s oito
semanas no escuro; o numero plantas regeneradas a partir dos embrifes somaticos, apos
sete semanas no claro. A variedade RB99395 se comportou de forma superior em todas
as varidveis estudadas. O numero de plantas regeneradas na fase clara, nas duas
variedades, teve correlacdo alta e positiva com a qualidade dos calos embriogénicos
formados na fase escura. A concentracdo de 30 g L™ de sacarose no meio de cultura foi
indicada como a mais viavel para as variedades estudadas no desenvolvimento de calos

embriogénicos na fase escura.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, micropropagacéo, cultura de tecidos.
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Effect of sucrose on indirect somatic embryogenesis of two RB varieties of

sugarcane
ABSTRACT

Sucrose has been the most widely used carbohydrate in somatic embryogenesis,
influencing its processes of induction, maturation and differentiation. The positive
effects of the use of this carbohydrate in the culture media have been demonstrated in
different plant species including sugar cane. This study aimed to determine the best
concentration of this carbon source in the process of somatic embryogenesis for the
sugar cane varieties RB92579 and RB99395. The soft-end stems of 8-10 months-old
plants were collected in the field and taken to the laboratory where they were cleaned
and dissected to obtain the apical meristem surrounded by few leaves primordia. These
explants were placed in culture media with four concentrations of sucrose, 10, 20, 30
and 40 g L™ . The percentage and the quality of embryogenic calli were evaluated after
eight weeks in the dark; the number of regenerated plants was evaluated after seven
weeks in a 16 hours photoperiod. The variety RB99395 behaved superior in all the
variables studied. The number of regenerated plants in the light phase, in both varieties
had high positive correlation with the quality of the embryogenic calli formed during
the dark phase. The concentration of 30 g L™ sucrose in the culture medium was
indicated as the most feasible for both varieties to develop embryogenic callus in the

dark phase.

Keywords: Saccharum officinarum, micropropagation, tissue culture.
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INTRODUCAO

Os componentes basicos dos meios de cultura envolvem 0s macro e micro
nutrientes, os agucares, as vitaminas e os reguladores de crescimento. A sacarose tem
sido o carboidrato mais utilizado na embriogénese somatica, suas concentragdes
influenciam nos processos de inducdo, maturacdo e diferenciacdo dos embrides
somaticos (GUERRA et al., 1999; TAPIA et al., 1999).

Essa fonte de carbono é alvo de muitos estudos na cultura de tecidos, varios
autores ja demonstraram os efeitos positivos da adigdo de sacarose nos meios de cultivo
de embrides somaticos em diferentes espécies de plantas (HU e FERREIRA, 1998;
TAPIA et al., 1999; TORRES et al., 2005).

Button (1978) observou que a sacarose promove bom crescimento de calos
embriogénicos em citros; Teixeira et al. (2002) e Santana et al. (2010) relataram o efeito
benéfico da sacarose na formacdo de embribes em cacau; Tapia et al. (1999) também
observaram o efeito positivo da sacarose na inducdo e maturacdo de embriGes somaticos
de cana-de-aguUcar.

Apesar de a sacarose ser altamente metabolizavel, tem-se comprovado que as
altas concentracdes desse aglcar atuam como um agente osmotico (ROCA et al., 1991),
suprimindo o desenvolvimento dos explantes possivelmente pela reducdo da absorcao
de &gua e de nutrientes do meio de cultura.

A sacarose, quando utilizada em altos niveis na técnica de embriogénese
somatica, parece ter efeito comparavel ao produzido pelo acido abscisico (LITZ e
JARRET, 1991). Esse fitormdnio é amplamente utilizado para estimular o processo de
maturacdo dos embrides somaticos (SALAJOVA et al., 1999).

Este trabalho teve por objetivo determinar as melhores concentracBes dessa
substancia no processo de embriogénese somatica para as variedades RB92579 e
RB99395 utilizadas no Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-agucar do
CECA-UFAL, de modo a ampliar os conhecimentos sobre a relacdo entre essa fonte de

carbono e o desenvolvimento dos calos embriogénicos.
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MATERIAIS E METODOS

Apices caulinares de cana-de-agtcar das variedades RB92579 e RB99395, com
8 a 10 meses de idade (Figura 1A), foram coletados em area experimental do Centro de
Ciéncias Agréarias (CECA/UFAL), localizado na BR 104 Norte, Km 85, Rio Largo —
AL e em seguida levados para o Laboratério de Biotecnologia Vegetal (BIOVEG), do
CECA, onde o experimento foi realizado.

No BIOVEG, os apices foram reduzidos até a obtencdo do palmito, isto €, um
conjunto de folhas jovens enroladas concentricamente no apice caulinar das plantas. Os
palmitos, com cerca de 15 cm de comprimento e 2 cm de diametro, contendo o Gltimo
no sobre o qual estd localizado o meristema apical (Figura 1B), foram inicialmente
lavados em &gua corrente e enxaguados em agua destilada. Na camara de fluxo laminar,
foram desinfestados em solugédo de hipoclorito de sddio a 0,66% (v/v) por 20 minutos e
enxaguados com agua destilada estéril por trés vezes. Sobre ladrilhos autoclavados, os
palmitos foram excisados individualmente, utilizando-se pinca e bisturi, até a obtencao

do meristema apical envolvido por alguns primoérdios foliares (Figura 1C).

Figura 1. Processo de coleta, limpeza e excisdo dos explantes para introducdo a
técnica da embriogénese somatica. A) — Apices caulinares coletados de canas com 8
a 10 meses de idade; B) — Palmitos extraidos dos &pices caulinares e tratados em
solucdo de hipoclorito de sodio a 0,66% (v/v); C) — Excisdo do meristema apical
envolvido por primoérdios foliares com aproximadamente 10 mm de comprimento
s: Marcondes Inécio da Silva.

Os explantes, com aproximadamente 10 mm de comprimento por 2 mm de
diametro, foram introduzidos, horizontalmente, em frascos de vidros (10 x 8 cm)

contendo 30 mL de meio de cultura, composto pelos sais e vitaminas MS
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(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 3 mg L™ de 2,4-D, 50 mg L™ de
arginina e 50 mL L™ de agua de coco, no qual foram testadas quatro concentracdes de
sacarose: 10, 20, 30 e 40 g L™. Todos os meios de cultura foram gelificados com 2,5 g
L™ de gelrite, autoclavados a 121 °C e a 1 atm por 20 minutos com pH previamente
ajustado em 5,8. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x4 (2 variedades x 4 concentracGes de sacarose) com 3 repeticdes. Cada
parcela foi composta por seis frascos contendo um explante em cada um.

Para a inducdo de calos embriogénicos, os explantes foram mantidos no escuro
sob temperatura de 25 £ 1 °C em estufa de crescimento (tipo BOD), durante oito
semanas, sendo que, nas Ultimas trés semanas, os explantes foram transferidos para
meio de cultura com 0,25 mg L™ de 2,4-D para a maturacdo dos embrides, mantidas as
concentracOes de sacarose dos tratamentos e 0s outros componentes utilizados.

Para impedir que a oxidacdo dos explantes, provocada pela exsudagdo dos
compostos fendlicos, avancasse para todo o meio de cultura e provocasse maior
nocividade ao desenvolvimento dos calos, a cada quatro dias, até os primeiros 20 dias
de cultivo, os explantes eram reposicionados dentro dos frascos de cultura, de modo que
0s explantes permanecessem em areas “limpas” do meio de cultura.

Apos as oito semanas nos meios de indugdo a embriogénese somatica, os calos
embriogénicos foram transferidos para meio de cultura MS enriquecido com 0,1 mg L™
de cinetina, 0,2 mg L de benzilaminopurina (BAP) e 30 g L™ de sacarose, sob
temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 50
umol/m? s?, durante trés semanas para a germinacdo dos embriGes somaticos. Em
seguida, as culturas foram transferidas para meio MS suplementado com 1 mg L™ de
Acido Giberélico (GAs) e 30 g L™ de sacarose, mantidas as condicdes de temperatura e
luminosidade, onde permaneceram por mais quatro semanas para 0 crescimento das
plantas.

A porcentagem de calos embriogénicos e a qualidade dos calos embriogénicos
foram avaliadas no final da fase escura; o nimero de plantas regeneradas a partir dos
embribes somaticos, apés a fase clara. Para a avaliacdo da qualidade dos calos

embriogénicos foi desenvolvida uma escala de notas variando de 0 a 4 (Figura 2).
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Figura 2. Escala de notas desenvolvida para avaliar a qualidade dos calos
embriogénicos de cana-de-aglcar, apds oito semanas de cultivo no escuro. Fotos:

Marcondes Inacio da Silva

Notas

Caracteristicas

Tecido vegetal sem alteracdes ou calog ndo

embriogénicos

Menos de 25% da area do explante ocupada por

massaembriogénica

Entre 25 e 50% da area do explante ocupada

por massa embriogénica

Entre 50 e 73% da area do explante ocupada

por massa embriogénica

Maig de 75% da area do explante ocupada por

massaembriogénica




43

Os dados obtidos das variaveis foram avaliados estatisticamente por meio de
analise de variancia e ajustados a curvas de regressao. Os dados das notas relativas as
qualidades dos calos embriogénicos foram transformados em V(x+0,5), os demais dados
ndo foram transformados. Todas as analises foram realizadas pelo programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A fase inicial da formacdo de calos na cana-de-agucar foi caracterizada por uma
intensa oxidacdo dos explantes, especialmente aqueles da variedade RB99395. A
oxidacdo desses explantes provavelmente ocorreu pelo fato da cana-de-agucar
apresentar teores elevados de compostos fenolicos nos seus tecidos (PAYET et al.,
2005; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Os fendis exsudados pelas células lesionadas, em contato com o oxigénio sofrem
reacOes de oxidacdo e resultam em produtos toxicos, ocasionando o0 escurecimento e a
necrose dos explantes (RODRIGUES, 2003). Esses fenois interferem negativamente na
formacdo de calos, principalmente nas trés primeiras semanas; Beruto et al. (1996)
constataram que a ndo regeneracdo de calos em Ranunculus asiaticus L. foi devido ao
alto indice de polimeros fendlicos; semelhantemente, estudos de embriogénese somatica
em diferentes genotipos de cacau realizados por Santana et al. (2010) mostraram que
grande parte dos explantes necrosados ndo formaram calo, provavelmente pelo efeito
inibitorio apresentado pelos compostos fendlicos no crescimento de tecidos.

Neste trabalho, o efeito prejudicial dos fendis foi minimizado quando os
explantes foram reposicionados a cada quatro dias, até o 20° dia, dentro dos frascos de
cultura, de forma que a oxidacdo da area lesionada ndo abrangesse todo o meio de
cultura e assim os explantes permanecessem em areas “limpas” do meio.

As primeiras alteracOes visiveis nos explantes iniciaram na segunda semana,
com o intumescimento dos tecidos seguido de intensa proliferacdo de células. O
aumento da massa de calos foi mais expressivo depois da terceira semana; Lorenzo et
al. (2001), verificaram que a exsudacédo de fenois em explantes meristematicos de cana-
de-aglcar ocorria com maior intensidade nos primeiros 20 dias de cultivo; ou seja,
possivelmente durante essa fase inicial os fendis limitaram a formacéo de calos.

Nos tratamentos estudados neste experimento foram obtidos calos
embriogénicos e calos ndo embriogénicos (Figura 3). Os calos embriogénicos, quando
foram colocados na presenca de luz (fotoperiodo de 16 horas), sofreram alteracfes
morfoldgicas visiveis logo na primeira semana de cultivo. Tais altera¢@es incluiram o
aparecimento de pigmentos esverdeados, indicando a presenca de clorofila nos embrides
maduros e a sua consequente germinacdo e crescimento, originando plantas (Figura 4 A,
B). Por outro lado, os calos ndo embriogénicos apresentaram pigmentos arroxeados,

indicando a presenca de antocianinas sobre a area calejada, esses calos ndo originaram
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plantas (Figura 4C). Resultados semelhantes foram descritos por Macedo (2010) em

estudos de maturacdo de calos embriogénicos e ndo embriogénicos de cana-de-agucar.

Figura 3. Tipos de calos obtidos durante o processo de embriogénese somatica sob o
efeito de diferentes concentraces de sacarose no meio de cultura: A) —
Embriogénico: amarelado, duro e compacto; B) - Nao embriogénico: brilhante e
mucilaginoso. Fotos: Marcondes Inacio da Silva.

Figura 4. A) - Pigmentos verdes de clorofila sobre os calos embriogénicos,
indicando a germinagdo dos embriGes sométicos; B) - Plantas, originadas dos
embriGes somaticos, em crescimento apds trés semanas de cultivo no claro; C) -
Calos néo embriogénicos com pigmentos arroxeados de antocianina, indicando que
ndo ha embrides em processo de germinacgdo. Fotos: Marcondes Inécio da Silva.

1( A - f
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De acordo com a andlise de variancia (Tabela 1), ndo houve interacéo
significativa entre as variedades e as concentracdes de sacarose estudadas no processo
de embriogénese somatica, em relacéo as trés variaveis analisadas, indicando que esses
dois fatores sdo independentes e, portanto, devem ser analisados separadamente.

As variedades RB92579 e RB99395 de cana-de-acucar diferiram
significativamente, pelo teste F, em relacdo a porcentagem de calos embriogénicos
formados (p<0,001), a qualidade dos calos embriogénicos (p<0,001) e ao nimero de
plantas regeneradas a partir dos embrides somaticos (p<0,001).

As regressdes linear e quadratica e o desvio de regressdo ndo tiveram efeitos
significativos para a porcentagem de calos embriogénicos. Por outro lado, as regressoes
linear e quadrética tiveram efeitos altamente significativos tanto para a qualidade dos
calos embriogénicos (p<0,001 e p<0,016), respectivamente, como para 0 nimero de
plantas regeneradas (p<0,001 e p<0,001), respectivamente. Para essas variaveis, o

desvio de regressdo néo teve efeito significativo (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para a porcentagem de calos embriogénicos,
qualidade dos calos embriogénicos e numero de plantas regeneradas.

Quadrados médios e (Probabilidades)

- ~ 0]
Causa de variagdo GL Porcentagem de CE Qualidade dos CE N° de plantas
regeneradas

Variedades (F1) 1 15000,0000 (p<0,001)  1,6705 (p<0,001) 31434070 (p<0,001)

Conc. de sacarose (F2)  (3) 185,9267 ™ 0,1969 (p<0,001) 873,3704 (p<0,001)
Reg. Linear 1 334,6680 ™ 0,4918 (p<0,001) 2167,5001 (p<0,001)
Reg. Quadratica 1 185,9267 ™ 0,0935 (p<0,016) 357,7963 (p<0,001)
Desvio de regressio 1 37,1853 ™ 0,0054 ™ 94,8148 ™

Interacdo F1 x F2 3 185,9267 ™ 0,0152 ™ 41,7902 ™

Tratamentos 7 2302,2228 (p<0,001) 0,3296 (p<0,001) 841,2698 (p<0,001)

Residuo 16 139,4450 0,0129 24,1111

Total 23

CV (%) 15,74 6,92 14,88

NOTA: (ns) - ndo significativo: p>0,05.

De acordo com o teste F (p<0,001), a variedade RB99395 se comportou de
forma superior em todas as varidveis estudadas (Figura 5). Esses resultados
confirmaram o que inumeros autores ja relataram sobre a influéncia do genétipo na
resposta embriogénica dos explantes (GANDONOU et al., 2005; CIDADE et al., 2006;
LAKSHMANAN et al., 2006).
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Figura 5. Diferenca estatistica, de acordo com o teste F (p<0,001), entre as duas
variedades de cana-de-agUcar, cultivadas em diferentes concentracdes de sacarose;
A) - em relacdo a porcentagem de calos embriogénicos; B) — em relacédo a qualidade
dos calos embriogénicos; C) — em relacdo ao nimero de plantas regeneradas.
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Os aumentos da qualidade dos calos embriogénicos e do numero de plantas
regeneradas das variedades RB92579 e RB99395, em funcdo das concentracbes de
sacarose aplicadas no meio de cultivo, foram melhor explicados pelas equagdes de 1°

grau (Figura 6).

Figura 6. Andlises de regressdo mostrando os efeitos das concentracGes de sacarose
sobre as variedades RB92579 e RB99395, no processo de embriogénese somatica;
A) - em relacédo a qualidade dos calos embriogénicos; B) — em relagdo ao nimero de
plantas regeneradas.
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As duas varidveis analisadas apresentaram comportamentos semelhantes, em
ambas observou-se que as maiores concentracdes de sacarose (30 e 40 g L™), durante a
fase de indugédo e maturacédo de calos, promoveram os melhores resultados. Entretanto,
as regressdes mostraram que a partir da concentracéo de 30 g L™ de sacarose o aumento
na qualidade dos calos e no nimero de plantas regeneradas ja ndo foi tdo expressivo. A
relagdo custo/ beneficio foi maior na concentragdo de 30 g L™, ou seja, foi a mais viavel

neste estudo. Provavelmente, concentracdes superiores a 40 g L™ iriam causar efeitos
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decrescentes no desenvolvimento dos explantes dessas variedades. Altas concentracdes
de sacarose reduzem o potencial osmotico do meio de cultura, podendo dificultar a
absorcdo dos nutrientes.

Por outro lado, Tapia et al. (1999) estudando calos embriogénicos da variedade
Cp 5243 de cana-de-aglcar demonstraram que os meios de cultura enriquecidos com 60
g L™ de sacarose e 1 mg L™ de ANA promoveram melhores resultados nos processos de
inducdo e maturacdo dos embrides somaticos. Essa variacdo entre os trabalhos pode ter
ocorrido em funcdo dos gendtipos utilizados em cada um deles.

Houve correlacéo alta e positiva entre a qualidade dos calos embriogénicos e o
numero de plantas regeneradas, ou seja, quanto melhor foi a qualidade dos calos

embriogénicos maior foi o nimero de plantas formadas na fase clara (Figura 7).

Figura 7. Equacéo de 1° grau mostrando a correlacdo existente entre a qualidade dos
calos embriogénicos e 0 numero de plantas regeneradas.
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CONCLUSOES

A porcentagem de calos embriogénicos formados, a qualidade desses calos
embriogénicos e o nimero de plantas regeneradas a partir dos embriGes somaticos sao
caracteristicas inerentes a cada variedade.

A concentracdo de 30 g L™ de sacarose no meio de cultura é indicada como a
mais viavel para as variedades estudadas no desenvolvimento de calos embriogénicos
na fase escura.

O escurecimento dos explantes, devido a exsudagdo dos compostos fendlicos,
pode ser controlado com o reposicionamento frequente dos mesmos até a formacéo de
calos embriogénicos.

Ha uma correlagdo alta e positiva entre a qualidade dos calos embriogénicos e o
numero de plantas regeneradas para as variedades RB92579 e RB99395 de cana-de-

acucar.
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CAPITULO 2

Efeito do 2,4-D na embriogénese somatica indireta de duas variedades RB de cana-

de-acUcar
RESUMO

A embriogénese somatica € uma ferramenta que pode auxiliar nos estudos basicos de
fisiologia e bioquimica, transformacdo genética, fusdo de protoplastos e propagacéo
clonal da cana-de-agucar. As auxinas sintéticas acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D),
acido naftaleno acético (ANA), picloram e dicamba sdo reguladores de crescimento
bastante utilizados nesse processo. Entre esses, 0 2,4-D é o mais utilizado na indugdo a
embriogénese somatica de cana-de-agucar. Concentracdes inadequadas desse regulador
de crescimento podem limitar a formagdo dos calos embriogénicos e,
consequentemente, de embrides. Este trabalho teve por objetivo determinar as melhores
concentragbes de 2,4-D no processo de embriogénese somatica para as variedades
RB92579 e RB99395 de cana-de-aclcar. Apices caulinares, com 8 a 10 meses de idade,
foram coletados e levados para o laboratério, onde foram higienizados e dissecados até
a obtencdo do meristema apical envolvido por primordios foliares. Os explantes foram
colocados em meios de cultura MS compostos por quatro concentragdes de 2,4-D: 0, 3,
6 e 9 mg L. A porcentagem de calos embriogénicos e a qualidade dos calos
embriogénicos foram avaliadas apds oito semanas no escuro; e o numero de plantas
regeneradas, apos sete semanas no claro. Os explantes cultivados sem 2,4-D ficaram
marrons, ndo formaram calos e morreram ap0s a terceira semana de cultivo. As
concentracdes de 3 mg L™ de 2,4-D, utilizadas nos meios de cultura MS, foram as mais
vidveis para as variedades RB92579 e RB99395 na formacdo e qualidade dos calos

embriogénicos, assim como, no nimero de plantas regeneradas.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, regulador de crescimento, calos

embriogénicos.
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Effect of 2,4-D in indirect somatic embryogenesis of two RB varieties of sugarcane

ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a tool that can help with basic studies of physiology and
biochemistry, genetic transformation, protoplast fusion and clonal propagation of sugar
cane. The synthetic auxin 2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), naphthalene acetic
acid (NAA), picloram and dicamba are growth regulators widely used in this process.
Among these, 2,4-D is the most used in the induction of somatic embryogenesis of
sugar cane. Inadequate concentrations of this growth regulator may limit the formation
of embryogenic callus and, consequently, of embryos to be formed. This study aimed to
determine the best concentrations of 2,4-D on somatic embryogenesis process for the
varieties RB92579 and RB99395 of cane sugar. Soft-end stems of 8-10 months-old
plants were collected in the field and taken to the laboratory where they were cleaned
and dissected to obtain the apical meristem surrounded by few leaves primordia. The
explants were placed in MS culture media containing four concentrations of 2,4-D: 0, 3,
6 and 9 mg L. The percentage and the quality of the embryogenic calli were evaluated
after eight weeks in the dark; and the number of regenerated plants was evaluated after
seven weeks in a 16 hour photoperiod. The explants cultured without 2,4-D were
brown, did not present callus and died after the third week of cultivation. The
concentration of 3 mg L™ of 2,4-D added to the culture medium was designated as the
best treatment to formation and quality of embryogenic calli, as well as the number of

regenerated plants in both varieties.

Keywords: Saccharum officinarum, growth regulator, embryogenic calli.
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INTRODUCAO

A embriogénese somatica € uma ferramenta biotecnoldgica que pode ser
utilizada em inimeras situa¢@es nos programas de melhoramento genético da cana-de-
acucar. Essa técnica pode auxiliar nos estudos basicos de fisiologia e bioquimica,
transformacdo genética, fusdo de protoplastos e propagacdo clonal (PRAKASH e
VARADARAJAN, 1992; YEUNG, 1995; STEINER et al., 2008).

O sucesso dessa técnica depende do controle de muitas variaveis, como espeécie,
estado fisioldgico e idade da planta matriz, nutrientes e reguladores de crescimento do
meio nutritivo (JIMENEZ, 2005). As auxinas sintéticas: 4cido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4-D), acido naftaleno acético (ANA), picloram e dicamba sdo reguladores de
crescimento bastante utilizados nos processos embriogénicos.

Segundo Jiménez (2005), o 2,4-D é a auxina mais utilizada na inducdo a
embriogénese somatica de muitas espécies. Altas concentracdes dessa auxina alteram,
rapidamente, o metabolismo das células dos explantes, resultando no desenvolvimento
de calos (DUDITS et al., 1995).

Vaérios autores tém demonstrado o efeito positivo do 2,4-D na inducgdo de calos e
embriogénese somatica de cana-de-agucar (TIEL et al., 2006; SANI e MUSTAPHA,
2010). Nesses estudos tem-se observado variagdes na recomendacdo da melhor
concentracédo de 2,4-D a ser utilizada em funcdo do genotipo estudado.

Concentragdes inadequadas dessa auxina podem limitar o desenvolvimento dos
explantes na formagdo dos calos embriogénicos. Sendo assim, tornam-se necessarios
novos estudos para determinacgdo da concentracdo 6tima desse regulador de crescimento
para cada gendtipo de cana estudado.

O presente trabalho teve por objetivo determinar as melhores concentracGes de
2,4-D no processo de embriogénese somatica para as variedades RB92579 e RB99395,
utilizadas no Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-aglcar do CECA-
UFAL.
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MATERIAIS E METODOS

Apices caulinares de cana-de-agtcar das variedades RB92579 e RB99395, com
8 a 10 meses de idade (Figura 1A), foram coletados em area experimental do Centro de
Ciéncias Agréarias (CECA/UFAL), localizado na BR 104 Norte, Km 85, Rio Largo —
AL e em seguida levados para o Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (BIOVEG), do
CECA, onde o experimento foi realizado.

No BIOVEG, os apices foram reduzidos até a obtencdo do palmito, isto €, um
conjunto de folhas jovens enroladas concentricamente no apice caulinar das plantas. Os
palmitos, com cerca de 15 cm de comprimento e 2 cm de diametro, contendo o Gltimo
no sobre o qual estd localizado o meristema apical (Figura 1B), foram inicialmente
lavados em &gua corrente e enxaguados em agua destilada. Na cadmara de fluxo laminar,
foram desinfestados em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,66% (v/v) por 20 minutos e
enxaguados com agua destilada estéril por trés vezes. Sobre ladrilhos autoclavados, os
palmitos foram excisados individualmente, utilizando-se pinca e bisturi, até a obtencao

do meristema apical envolvido por alguns primoérdios foliares (Figura 1C).

Figura 1. Processo de coleta, limpeza e excisdo dos explantes para introducdo a
técnica da embriogénese somatica. A) — Apices caulinares coletados de canas com 8
a 10 meses de idade; B) — Palmitos extraidos dos &pices caulinares e tratados em
solucdo de hipoclorito de sodio a 0,66% (v/v); C) — Excisdo do meristema apical
envolvido por primoérdios foliares com aproximadamente 10 mm de comprimento
s: Marcondes Inécio da Silva.

Os explantes, com aproximadamente 10 mm de comprimento por 2 mm de
diametro, foram introduzidos, horizontalmente, em frascos de vidros (10 x 8 cm)

contendo 30 mL de meio de cultura, composto pelos sais e vitaminas MS
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(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 50 mg L™ de arginina, 30 g L™ de
sacarose e 50 mL L™ de 4gua de coco, no qual foram testadas quatro concentracdes de
2,4-D: 0, 3,6 e9mg L™ Todos os meios de cultura foram gelificados com 2,5 g L™ de
gelrite, autoclavados a 121 °C e a 1 atm por 20 minutos com pH previamente ajustado
em 5,8. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
2x4 (2 variedades x 4 concentracfGes de 2,4-D) com 3 repeticbes. Cada parcela foi
composta por seis frascos contendo um explante em cada um.

Para a inducdo de calos embriogénicos, os explantes foram mantidos no escuro
sob temperatura de 25 £ 1 °C em estufa de crescimento (tipo BOD), durante oito
semanas, sendo que, nas Ultimas trés semanas, os explantes de todos os tratamentos
foram transferidos para meio de cultura com 0,25 mg L™ de 2,4-D, mantidos os demais
reagentes e as suas respectivas concentragdes, para a maturagdo dos embrides.

Para impedir que a oxidacdo dos explantes, provocada pela exsudacdo dos
compostos fendlicos, avancasse para todo o meio de cultura e provocasse maior
nocividade ao desenvolvimento dos calos, a cada quatro dias, até os primeiros 20 dias
de cultivo, os explantes eram reposicionados dentro dos frascos de cultura, de modo que
os explantes permanecessem em areas “limpas” do meio de cultura.

Apos as oito semanas nos meios de indugdo a embriogénese somatica, os calos
embriogénicos foram transferidos para meio de cultura MS enriquecido com 0,1 mg L™
de cinetina, 0,2 mg L de benzilaminopurina (BAP) e 30 g L™ de sacarose, sob
temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 50
umol/m? s, durante trés semanas para a germinacdo dos embriGes somaticos. Em
seguida, as culturas foram transferidas para meio MS suplementado com 1 mg L™ de
Acido Giberélico (GAs) e 30 g L™ de sacarose, mantidas as condicdes de temperatura e
luminosidade, onde permaneceram por mais quatro semanas para 0 crescimento das
plantas.

A porcentagem de calos embriogénicos e a qualidade dos calos embriogénicos
foram avaliadas no final da fase escura; o nimero de plantas regeneradas a partir dos
embribes somaticos, apés a fase clara. Para a avaliacdo da qualidade dos calos

embriogénicos foi desenvolvida uma escala de notas variando de 0 a 4 (Figura 2).
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Figura 2. Escala de notas desenvolvida para avaliar a qualidade dos calos
embriogénicos de cana-de-aglcar, apds oito semanas de cultivo no escuro. Fotos:

Marcondes Inacio da Silva

Notas

Caracteristicas

Tecido vegetal sem alteracdes ou calog ndo

embriogénicos

Menos de 25% da area do explante ocupada por

massaembriogénica

Entre 25 e 50% da area do explante ocupada

por massa embriogénica

Entre 50 e 73% da area do explante ocupada

por massa embriogénica

Maig de 75% da area do explante ocupada por

massaembriogénica
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Os dados obtidos das variaveis foram avaliados estatisticamente por meio de
analise de variancia e ajustados a curvas de regressao. Os dados das notas relativas as
qualidades dos calos embriogénicos foram transformados em V(x+0,5), os demais dados
ndo foram transformados. Todas as analises foram realizadas pelo programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas primeiras semanas da inducdo de calos, observou-se uma intensa oxidagéo
nos explantes, provavelmente pelo fato dessa espécie apresentar teores elevados de
compostos fendlicos nos seus tecidos (PAYET et al., 2005; DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006). Os fendis, exsudados pelas células lesionadas, quando entram em contato com o
oxigénio, sofrem reacOes de oxidacdo e resultam em produtos toxicos, ocasionando o
escurecimento e a necrose dos explantes (RODRIGUES, 2003). Esses fendis interferem
negativamente na formacéo de calos, principalmente nas primeiras trés semanas. Beruto
et al. (1996) constataram que a ndo regeneracao de calos em Ranunculus asiaticus L. foi
devido ao alto indice de polimeros fenolicos; semelhantemente, estudos de
embriogénese somatica em diferentes genotipos de cacau realizados por Santana et al.
(2010) mostraram que grande parte dos explantes necrosados ndo formaram calo,
provavelmente pelo efeito inibitério apresentado pelos compostos fendlicos no
crescimento de tecidos.

Todavia, o efeito prejudicial dos fenois, neste trabalho, foi minimizado quando
os explantes foram reposicionados a cada quatro dias, até o 20° dia, dentro dos frascos
de cultura, de forma que a oxidagdo da area lesionada ndo abrangesse todo o meio de
cultura e assim os explantes permanecessem em areas “limpas” do meio.

Observou-se que a grande maioria dos explantes iniciou 0 processo de
intumescimento e proliferacdo das células a partir da segunda semana de cultivo. As
extremidades dos explantes, principalmente a distal, sdo as &reas onde o
desenvolvimento dos calos é desencadeado, ou seja, areas onde as células sofrem o
ferimento durante a excisdo (Figura 3).

A massa de calos aumentou significativamente entre a terceira e quinta semana
de cultivo, provavelmente pela reducéo da exsudagdo dos fendis neste periodo. Lorenzo
et al. (2001), estudando a micropropagacdo de cana-de-agucar, constataram que 0S
explantes meristematicos exsudavam compostos fenolicos intensamente até os 20 dias
iniciais de cultivo. Sugere-se que os fendis limitam o desenvolvimento dos calos nesse

periodo.
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Figura 3. Intumescimento e proliferacdo de células nas extremidades (distal - ED e
proximal - EP) de explantes meristematicos de cana-de-acucar apdés 15 dias de
cultivo em meio de cultura indutor de embriogénese somatica com 3 mg L™ de 2,4-
D. Fotos: Marcondes Inécio da Silva.

RB92579 RB99395

Os explantes cultivados sem 2,4-D ficaram marrons, ndo formaram calos e
morreram apos a terceira semana de cultivo (Figura 4), resultados semelhantes foram
relatados por Sani e Mustapha (2010) estudando calogénese em explantes de cana-de-
acucar. Por outro lado, todos os outros tratamentos apresentaram alta formacédo de calos
embriogénicos. Segundo Tiel et al. (2006) concentracdes baixas de 2,4-D induzem a

formacao de calos embriogénicos em cana-de-agucar.

Figura 4. Escurecimento e morte dos tecidos de explante de cana-de-agucar apos 20
dias de cultivo em meio de cultura de inducdo a embriogénese somatica sem 2,4-D.
Foto: Marcondes Inacio da Silva.

Todos os calos embriogénicos regeneraram plantas quando foram colocados na

presenca de luz (fotoperiodo de 16 horas). O aparecimento de pigmentos esverdeados,
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logo na primeira semana de cultivo, foram indicios da germinacdo dos embribes
somaticos. Por outro lado, os calos ndo embriogénicos ndo formaram plantas nas
mesmas condicdes dadas, esses calos necrosaram ou apresentaram pigmentos
antocianicos (Figura 5). Gill et al. (2004) e Macedo (2010) verificaram esse mesmo fato
estudando culturas ndo embriogénicas de cana-de-agUcar. Alguns calos obtidos
apresentaram areas embriogénicas e ndo embriogénicas, esses calos foram classificados
por Gandonou et al. (2005) como um tipo intermediario, e quando foram transferidos

para o claro regeneraram plantas apenas nas areas embriogénicas (Figura 5B).

Figura 5. Calos ndo embriogénico (CNE) e intermediario (Cl) apds trés semanas de
cultivo em fotoperiodo de 16 horas e meio de cultura de germinacdo de embrides
somaticos. A) — CNE necrosado; B) - Cl com regeneracdo de plantas na area
embriogénica e pigmentos antocianicos na area ndo embriogénica. Fotos: Marcondes
Inécio da Silva.
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De acordo com o teste F da andlise de variancia (Tabela 1), a interagdo entre as
variedades de cana-de-aglcar e as concentragdes de 2,4-D adicionadas ao meio de
cultura indutor de embriogénese somatica ndo teve efeito significativo para a
porcentagem de calos embriogénicos, indicando que, em relagdo a essa varidvel, esses
dois fatores sdo independentes e, portanto, devem ser analisados separadamente.
Entretanto, em relacdo a qualidade dos calos embriogénicos e ao numero de plantas
regeneradas, as interacbes foram significativas, com p<0,036 e p<0,002,

respectivamente, requerendo o desdobramento da ANAVA para estudo dessas variaveis.
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Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia para a porcentagem de calos embriogénicos,
qualidade dos calos embriogénicos e nimero de plantas regeneradas.

Quadrados médios e (Probabilidades)

Causa de variagdo GL Porcentagem de CE Qualidade dos CE N° de plantas
regeneradas
Variedades (F1) 1 46,2038 ™ 0,3309 (p<0,001)  1204,1664 (p<0,001)
Concent. de 2,4-D (F2) (3) 13381,2038 (p<0,001) 1,1764 (p<0,001)  2049,6790 (p<0,001)
Reg. Linear 1  24086,1668 (p<0,001)
Reg. Quadrética 1  13381,2038 (p<0,001)
Desvio de regressao 1 2676,2408 (p<0,001)
Interacdo F1 x F2 3 169,4138 "™ 0,0478 (p<0,036) 217,1049 (p<0,002)
Tratamentos 7 5814,0080 (p<0,001) 0,5719 (p<0,001)  1143,5026 (p<0,001)
Residuo 16 138,6112 0,0131 27,3981
Total 23
CV (%) 16,62 8,37 20,94

NOTA: (ns) - ndo significativo: p>0,05.

Em relacdo a porcentagem de calos embriogénicos, as variedades RB92579 e
RB99395 ndo diferiram estatisticamente, pelo teste F, em funcdo das concentracGes de
2,4-D aplicadas no meio de inducdo a embriogénese somatica, indicando que as duas
variedades tiveram resultados muito proximos. Por outro lado, as regressdes linear e
quadrética e o desvio de regressdo tiveram efeitos altamente significativos (p<0,001).
Contudo, o modelo quadratico foi o que melhor explicou o comportamento dessa
variavel sobre as variedades RB92579 e RB99395 em func¢éo das concentracfes de 2,4-
D utilizadas (Figura 6).

Os aumentos de concentracgdes desse regulador de crescimento, entre 3e 9 mg L
! ndo proporcionaram acréscimos no percentual de calos embriogénicos formados.
Houve uma estabilizacdo dos resultados nessas concentrac@es, indicando, obviamente,
que a concentracéo de 3 mg L™ de 2,4-D foi a mais viavel, economicamente, para essa
variavel (Figura 6).

Figura 6. Analise de regressdo mostrando os efeitos das concentracbes de 2,4-D

sobre as variedades RB92579 e RB99395, no processo de embriogénese soméatica em
relacdo a porcentagem de calos embriogénicos.
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Em relacdo a qualidade dos calos embriogénicos e ao numero de plantas
regeneradas, as concentracdes de 2,4-D utilizadas tanto na variedade RB92579 como na
RB99395, na inducdo da embriogénese somatica, tiveram modelos de regresséo (linear
e quadratico) e desvio de regressdo, significativos de acordo com o teste F (Tabela 2).
Os modelos quadraticos foram os que melhor explicaram os efeitos das concentragdes
de 2,4-D sobre cada variedade estudada tanto para a qualidade dos calos embriogénicos

como para o0 numero de plantas regeneradas (Figura 7).

Tabela 2. Desdobramento da analise de variancia para a qualidade dos calos
embriogénicos e 0 numero de plantas regeneradas.

Quadrados médios e (Probabilidades)

Causa de variagao GL Qualidade dos CE N° de plantas
regeneradas
Variedades 1 0,3309 (p<0,001) 1204,1664 (p<0,001)
Concentracdes de 2,4-D : RB92579 (3) 10,4100 (p<0,001) 562,2562 (p<0,001)
Reg. linear (conc. 2,4-D : RB92579) 10,5352 (p<0,001) 230,7574 (p<0,010)

Reg. quadratica (conc. 2,4-D : RB92579) 1 0,5154 (p<0,001) 1127,7872 (p<0,001)

Desvio de reg. (conc. 2,4-D : RB92579) 10,1794 (p<0,002) 328,2240 (p<0,003)
Concentracdes de 2,4-D : RB99395 (3) 0,8142 (p<0,001) 1704,5277 (p<0,001)

Reg. linear (conc. 2,4-D : RB99395) 1  1,4595 (p<0,001) 1135,3498 (p<0,001)

Reg. quadratica (conc. 2,4-D : RB99395) 10,8809 (p<0,001) 3924,0833 (p<0,001)

Desvio de reg. (conc. 2,4-D : RB99395) 1 0,1021 (p<0,013) 54,1499 "™
Residuo 16 0,0131 27,3981

Nota: (ns) — ndo significativo: p>0,05.

A concentragdo de 3 mg L™ de 2,4-D, utilizada na variedade RB92579 na
inducdo da embriogénese somatica, promoveu 0s melhores resultados de qualidade dos
calos embriogénicos e nimero de plantas regeneradas, sendo a mais viavel para essa
variedade (Figura 7AB). Em relagdo & variedade RB99395, a concentracdo de 6 mg L™
de 2,4-D induziu resultados tecnicamente superiores as demais concentracdes, no
entanto, do ponto de vista econémico, a concentracdo de 3 mg L™, também, foi a mais
viavel para a qualidade dos calos embriogénicos e numero de plantas regeneradas da
variedade RB99395 por apresentar uma menor relacéo custo/ beneficio (Figura 7CD).

Resultados semelhantes foram obtidos por Sani e Mustapha (2010) que,
estudando a embriogénese somatica em genotipos de cana-de-agucar verificaram que a
producdo de calos embriogénicos foi significativamente superior quando os meios de

cultura foram suplementados com 2,5 e 3 mg L™ de 2,4-D.
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Figura 7. Analises de regressdo mostrando os efeitos das concentracbes de 2,4-D
sobre cada variedade estudada, no processo de embriogénese somatica, para a
qualidade dos calos embriogénicos e para o0 nimero de plantas regeneradas.
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Os resultados apresentados demonstraram que houve correlagdo alta e positiva

entre a qualidade dos calos embriogénicos e o nimero de plantas regeneradas, isto €, 0s

calos embriogénicos com notas superiores originaram maior numero de plantas quando

submetidos a fase clara (Figura 8).

Figura 8. Equacéo de 1° grau mostrando a correlagéo existente entre a qualidade dos
calos embriogénicos e 0 nimero de plantas regeneradas.
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CONCLUSOES

As concentracdes de 3 mg L™ de 2,4-D, utilizadas nos meios de cultura MS, sio
mais viaveis para as variedades RB92579 e RB99395 na formacé&o e qualidade dos calos
embriogénicos, assim como, no numero de plantas regeneradas a partir dos embrides
somaticos.

A auséncia do 2,4-D nos meios de cultura MS néo induz a formacao de calos
embriogénicos.

O escurecimento dos explantes, devido a exsudagdo dos compostos fendlicos,
pode ser controlado com o reposicionamento frequente dos mesmos até a formacéo de
calos embriogénicos.

Ha uma correlagdo alta e positiva entre a qualidade dos calos embriogénicos e o
numero de plantas regeneradas para as variedades RB92579 e RB99395 de cana-de-

acucar.
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CAPITULO 3

Efeito do carvao ativado na embriogénese somatica indireta de duas variedades

RB de cana-de-agucar
RESUMO

O carvao ativado, quando utilizado em culturas de calos embriogénicos, adsorve
substancias inibitorias como reguladores de crescimento residuais, compostos fenolicos
presentes nos explantes, etileno, entre outras substancias, potencializando as respostas
de maturacdo dos embriGes somaticos. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do
carvdo ativado na maturacdo dos embribes somaéticos das variedades RB92579 e
RB99395 de cana-de-aclcar. Apices caulinares, com 8 a 10 meses de idade, foram
coletados e levados para o laboratorio, onde foram higienizados e dissecados até a
obtencdo do meristema apical envolvido por primérdios foliares. Os explantes foram
introduzidos em meio de cultura, indutor de calos, onde permaneceram por cinco
semanas no escuro. Os calos formados foram submetidos a quatro tratamentos com
carvio ativado (0; 0,75; 1,50 e 2,25 g L™), onde permaneceram por mais trés semanas,
no escuro, para a maturacdo dos embrides. A porcentagem de calos embriogénicos e a
qualidade dos calos embriogénicos foram avaliadas ap6s as oito semanas no escuro; e 0
nimero de plantas regeneradas, ap0s sete semanas subsequentes no claro. O carvdo
ativado estimulou a germinacéo precoce parcial dos embrides ainda no escuro causando
0 aparecimento apenas das raizes sobre os calos. A qualidade dos calos embriogénicos
da variedade RB99395 foi superior a da variedade RB92579, mas essa diferenca ndo
influenciou significativamente o nimero de plantas regeneradas. De uma maneira geral,
0s aumentos das concentracdes de carvao ativado, reduziram a porcentagem de calos
embriogénicos, a qualidade dos calos embriogénicos e 0 nimero de plantas regeneradas

nas duas variedades.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, compostos fendlicos, culturas embriogénicas.
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Effect of activated charcoal in indirect somatic embryogenesis of two RB varieties

of sugarcane
ABSTRACT

Activated charcoal, when used in callus cultures can adsorb inhibitory substances as
growth regulators and residual phenolic compounds present in the explants, among
other substances, enhancing the responses of maturation of somatic embryos. This study
aimed to evaluate the effect of activated charcoal in the maturation of somatic embryos
of the varieties RB92579 and RB99395 of sugar cane. Soft-end stems of 8-10 months-
old plants were collected and taken to the lab where they were cleaned and dissected to
obtain the apical meristem surrounded by few leaves primordia. The explants were
placed in a culture medium for callus induction in the dark where remained for five
weeks. The calli formed in the first five weeks were subjected to four treatments with
activated charcoal (0; 0,75; 1,50 and 2,25 g L), where they remained for more three
weeks in the dark for the maturation of embryos. The quality of the embryogenic and
non-embryogenic calli and the number of formed embryos were evaluated after eight
weeks in the dark; and the number of regenerated plants after seven weeks in 16 hours
photoperiod. The activated charcoal reduced the phenolic compounds in the culture
media. The activated charcoal stimulated the early partial germination of the somatic
embryo, causing the appearance of roots in the callus. The quality of the somatic
embryos produced by the variety RB99395 was superior to the RB92579, but this
difference did not significantly affect the number of regenerated plants. The use of
activated charcoal reduced the percentage and the quality of embryogenic calli and the

number of regenerated plants in both varieties.

Keywords: Saccharum officinarum, phenolic compounds, embryogenic cultures.
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INTRODUCAO

O carvéo ativado tem inumeras aplicagdes na cultura de tecidos, principalmente
nos processos de organogénese e embriogénese somatica das plantas, no entanto, a
adicdo inadequada dessa substancia aos meios de cultivo pode produzir efeitos
prejudiciais as culturas in vitro (PAN e STADEN, 1998).

A embriogénese somatica indireta é compreendida em duas etapas: a primeira €
uma fase de inducdo de calos em meio de cultura contendo teores elevados de uma
auxina e a outra, uma fase de maturacdo dos embrides soméaticos em meio de cultura
contendo baixa concentracdo de auxina e/ou um agente maturador tal qual o carvdo
ativado, o polietilenoglicol, o acido abscisico, entre outros (STEINER et al., 2008).

Diversos autores tém utilizado o carvéo ativado nos processos embriogénicos em
varias espécies de importancia econdmica, como soja (BUCHHEIM et al., 1989), cacau
(VENTURIERI e VENTURIERI, 2004), Piscea abies (PULLMAN et al., 2005), cana-
de-acucar (MACEDO, 2010), entre outras.

Esse elemento, quando utilizado em culturas in vitro, adsorve substancias
inibitérias como reguladores de crescimento residuais, compostos fendlicos presentes
nos explantes, etileno, entre outras substancias, potencializando as respostas de
maturacdo dos embrides somaticos (MACEDO, 2010).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do carvao ativado na producdo e
maturacdo de embrides sométicos das variedades de cana-de-acucar RB92579 e
RB99395 utilizadas no Programa de Melhoramento Genético da Universidade Federal

de Alagoas.
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MATERIAIS E METODOS

Apices caulinares de cana-de-agtcar das variedades RB92579 e RB99395, com
8 a 10 meses de idade (Figura 1A), foram coletados em area experimental do Centro de
Ciéncias Agréarias (CECA/UFAL), localizado na BR 104 Norte, Km 85, Rio Largo —
AL e em seguida levados para o Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (BIOVEG), do
CECA, onde o experimento foi realizado.

No BIOVEG, os apices foram reduzidos até a obtencdo do palmito, isto €, um
conjunto de folhas jovens enroladas concentricamente no apice caulinar das plantas. Os
palmitos, com cerca de 15 cm de comprimento e 2 cm de diametro, contendo o Gltimo
no sobre o qual estd localizado o meristema apical (Figura 1B), foram inicialmente
lavados em &gua corrente e enxaguados em agua destilada. Na camara de fluxo laminar,
foram desinfestados em solugédo de hipoclorito de sédio a 0,66% (v/v) por 20 minutos e
enxaguados com agua destilada estéril por trés vezes. Sobre ladrilhos autoclavados, os
palmitos foram excisados individualmente, utilizando-se pinca e bisturi, até a obtencao

do meristema apical envolvido por alguns primoérdios foliares (Figura 1C).

Figura 1. Processo de coleta, limpeza e excisdo dos explantes para introducdo a
técnica da embriogénese somatica. A) — Apices caulinares coletados de canas com 8
a 10 meses de idade; B) — Palmitos extraidos dos &pices caulinares e tratados em
solucdo de hipoclorito de sodio a 0,66% (v/v); C) — Excisdo do meristema apical
envolvido por primoérdios foliares com aproximadamente 10 mm de comprimento
s: Marcondes Inécio da Silva.

Os explantes, com aproximadamente 10 mm de comprimento por 2 mm de
diametro, foram introduzidos, horizontalmente, em frascos de vidros (10 x 8 cm)

contendo 30 mL de meio de cultura, composto pelos sais e vitaminas MS
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(MURASHIGE e SKOOG, 1962), 3 mg L™ de 2,4-D, 50 mg L de arginina, 30 g L™ de
sacarose e 50 mL L™ de 4gua de coco, onde permaneceram por cinco semanas.

ApoOs esse periodo de inducdo de calos, as culturas foram transferidas para meios
de cultivo compostos dos sais e vitaminas MS, arginina, sacarose, agua de coco (nas
mesmas concentracdes anteriores) e 0,25 mg L™ de 2,4-D, onde permaneceram por mais
trés semanas; nesse meio foram adicionadas quatro concentracGes de carvéo ativado: 0;
0,75; 1,50 e 2,25 g L™ para estudo da maturagdo dos embrides.

Durante essas oito semanas de cultivo, o material permaneceu no escuro, sob
temperatura de 25 = 1 °C em estufa de crescimento (tipo BOD). Todos os meios de
cultura foram gelificados com 2,5 g L™ de gelrite e autoclavados a 121 °C e a 1 atm por
20 minutos com pH previamente ajustado em 5,8. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4 (2 variedades x 4 concentracdes de
carvao ativado) com 3 repeti¢fes. Cada parcela foi composta por seis frascos contendo
um explante em cada um.

Para impedir que a oxidacdo dos explantes, provocada pela exsudacdo dos
compostos fendlicos, avangasse para todo o meio de cultura e provocasse maior
nocividade ao desenvolvimento dos calos, a cada quatro dias, até os primeiros 20 dias
de cultivo, os explantes eram reposicionados dentro dos frascos de cultura, de modo que
os explantes permanecessem em areas “limpas” do meio de cultura.

ApoOs as oito semanas nos meios de inducdo a embriogénese somatica, os calos
embriogénicos foram transferidos para meio de cultura MS enriquecido com 0,1 mg L™
de cinetina, 0,2 mg L™ de benzilaminopurina (BAP) e 30 g L™ de sacarose, sob
temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 50
umol/m? s, durante trés semanas para a germinacdo dos embrides somaticos. Em
sequida, as culturas foram transferidas para meio MS suplementado com 1 mg L™ de
Acido Giberélico (GAs) e 30 g L™ de sacarose, mantidas as condicdes de temperatura e
luminosidade, onde permaneceram por mais quatro semanas para 0 crescimento das
plantas.

A porcentagem de calos embriogénicos e a qualidade dos calos embriogénicos
foram avaliadas no final da fase escura; o nimero de plantas regeneradas a partir dos
embrides somaticos, apds a fase clara. Para a avaliacdo da qualidade dos calos

embriogénicos foi desenvolvida uma escala de notas variando de 0 a 4 (Figura 2).
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Figura 2. Escala de notas desenvolvida para avaliar a qualidade dos calos
embriogénicos de cana-de-aglcar, apds oito semanas de cultivo no escuro. Fotos:

Marcondes Inacio da Silva

Notas

Caracteristicas

Tecido vegetal sem alteracdes ou calog ndo

embriogénicos

Menos de 25% da area do explante ocupada por

massaembriogénica

Entre 25 e 50% da area do explante ocupada

por massa embriogénica

Entre 50 e 73% da area do explante ocupada

por massa embriogénica

Maig de 75% da area do explante ocupada por

massaembriogénica
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Os dados obtidos das variaveis foram avaliados estatisticamente por meio de
analise de variancia e ajustados a curvas de regressao. Os dados das notas relativas as
qualidades dos calos embriogénicos foram transformados em V(x+0,5), os demais dados
ndo foram transformados. Todas as analises foram realizadas pelo programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os explantes de cana-de-agicar mantidos no meio de inducdo de calos
apresentaram escurecimento, provavelmente devido & oxidacdo dos compostos fenélicos
exsudados. Esse acontecimento ja foi previamente descrito em cana-de-agucar por Payet
et al. (2005) e Duarte-Almeida et al. (2006). Os fendis exsudados pelas células
lesionadas, quando entram em contato com o oxigénio, sofrem reacdes de oxidacao e
resultam em produtos toxicos, que podem ocasionar 0 escurecimento e a necrose dos
explantes (RODRIGUES, 2003).

Os compostos fendlicos prejudicam a formacdo de calos embriogénicos em
cana-de-agucar, principalmente nas trés primeiras semanas de cultivo, quando ha uma
maior exsudacdo de fendis nesta espécie (LORENZO et al., 2001). Beruto et al. (1996)
constataram que o alto indice de polimeros fenolicos ndo permitiram a regeneracdo de
calos em Ranunculus asiaticus L. De modo semelhante, estudos de embriogénese
somatica em diferentes genétipos de cacau realizados por Santana et al. (2010)
mostraram que grande parte dos explantes necrosados ndo formaram calos,
provavelmente pelo efeito inibitério apresentado pelos compostos fendlicos no
crescimento de tecidos.

Neste trabalho, o efeito prejudicial dos fendis foi minimizado quando 0s
explantes foram reposicionados a cada quatro dias dentro dos frascos de cultura, de
forma que a oxidagdo da area lesionada ndo se espalhasse para todo o meio de cultura e,
assim, os explantes permanecessem em areas “limpas” do meio. Além disso, a adi¢éo de
carvéo ativado durante a maturagdo dos embrides somaticos parece ter contribuido para
a reducdo desses compostos no meio de cultura. Segundo Tiel et al. (2006) o carvédo
ativado contribui para reducdo de compostos fendlicos exsudados por explantes de
cana-de-agucar.

A maioria dos explantes submetidos a indugdo de calos nas duas variedades
estudadas, neste trabalho, teve um ganho expressivo de massa embriogénica,
principalmente entre a terceira e quinta semana de cultivo, coincidindo com a fase em
que, de acordo com alguns estudos, a exsudacgdo de fendis pelos explantes de cana-de-
acucar diminui consideravelmente (PAN e STADEN, 1998; LORENZO et al., 2001).

Alguns tratamentos com carvdo ativado, utilizados durante a maturacdo dos
embriBes somaticos (Ultimas trés semanas de cultivo no escuro), estimularam o

aparecimento de raizes sobre a superficie dos calos em ambas as variedades estudadas
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(Figura 3). O carvéo ativado tem a caracteristica de adsorver solutos e substancias do
meio de cultura, inclusive os reguladores de crescimento (THOMAS, 2008). Logo, a
sua adicdo ao protocolo usual de inducdo embriogénica pode ter interferido no balanco
de reguladores de crescimento do meio, estabelecendo um padrdo diferente na
germinacdo de alguns embrides somaticos.

Essa germinacdo precoce ocorreu nas Ultimas semanas da fase escura, quando o
usual seria que os embrides germinassem somente apos terem sido transferidos para o
ambiente claro, o que pode ter favorecido o desenvolvimento de raizes e ndo da parte
aérea. Na maioria das espécies vegetais 0 crescimento de raizes é amplamente
favorecido pela auséncia de luz (RADMANN et al., 2003; VIEIRA et al., 2007).
Zaghmout e Torello (1998), em trabalho realizado com festuca vermelha (Poaceae),
observaram que o pré-tratamento dos calos embriogénicos com carvdo ativado
aumentou a germinacao precoce dos embriGes sométicos devido a adsor¢do do 2,4-D e

outras substancias.

Figura 3. Calo embriogénico da variedade RB99395, pouco desenvolvido (nota 1),
originado do tratamento com 1,50 g L™ de carvdo ativado. A presenca de raizes
adventicias sobre a sua superficie (marcadas pelas setas) indica a germinacao precoce
de alguns embriGes somaticos ainda na fase escura. Foto: Marcondes Inacio da Silva.

Em todos os tratamentos estudados houve o desenvolvimento de calos
embriogénicos, com destaque para os tratamentos sem a adicdo de carvdo ativado
(Figura 6A). Como ja foi mencionado, a provavel adsorcédo dos nutrientes e reguladores
de crescimento, pelo carvao ativado, inibiu o desenvolvimento de calos e a evolucao da

embriogénese somatica nas duas variedades de cana.
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Quando os calos embriogénicos foram transferidos para o claro, as primeiras
alteracdes visiveis surgiram logo na primeira semana: observou-se o aparecimento de
pontos pigmentados de verde revelando a presenga de clorofila e indicando a
germinagdo completa (parte aérea e raizes) dos embriGes somaticos.

Os embriGes somaticos originados de calos submetidos aos tratamentos com
carvao ativado que haviam enraizado precocemente no escuro produziram plantas
aparentemente normais quando transferidos para o claro (Figura 4). Por outro lado, os
calos ndo embriogénicos, isto é, calos brilhantes e mucilaginosos, ndo produziram
qualquer tipo de organogénese mesmo tendo surgido nas mesmas condi¢Ges que o0s
calos embriogénicos. Em vez disso, necrosaram ou apresentaram pigmentos arroxeados
como antocianinas. Culturas ndo embriogénicas de cana-de-acUcar e de outras espécies
apresentam calos com estrutura morfolégica semelhante (GILL et al., 2004; MACEDO,
2010).

Figura 4. Emissdo de plantas em calo embriogénico da variedade RB92579
originado do tratamento de maturacdo de embrides somaticos com 1,50 g L™ de
carvéo ativado. Foto: Marcondes Inécio da Silva.

De acordo com o teste F da analise de variancia, ndo houve interacéo
significativa entre as variedades de cana-de-agUcar e as concentragdes de carvdo ativado
utilizadas neste trabalho de embriogénese somatica, em relacdo as trés variaveis
analisadas, indicando que esses fatores sdo independentes e, portanto, devem ser

analisados separadamente (Tabela 1).
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As variedades RB92579 e RB99395 de cana-de-acucar diferiram
estatisticamente, pelo teste F, em relacdo a porcentagem de calos embriogénicos
(p<0,005) e a qualidade dos calos embriogénicos (p<0,030), por outro lado, essas
variedades ndo diferiram estatisticamente em relagdo ao nimero de plantas regeneradas
(Tabela 1).

Apenas a regressdo quadratica teve efeito significativo para a porcentagem de
calos embriogénicos (p<0,005). Por outro lado, as regressdes linear e quadratica tiveram
efeitos altamente significativos tanto para a qualidade dos calos embriogénicos como

para 0 numero de plantas regeneradas, com p<0,001 (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para a porcentagem de calos embriogénicos,
qualidade dos calos embriogénicos e nimero de plantas regeneradas.

Quadrados médios e (Probabilidades)

Causa de variago GL Porcentagem de CE Qualidade dos CE N® de plantas
regeneradas

Variedades (F1) 1 2963,7038 (p<0,005) 0,0578 (p<0,030) 64,4629 ™

Concent. de carvdo(F2) (3) 1296,1115 (p<0,016) 0,2183 (p<0,001) 780,6049 (p<0,001)
Reg. Linear 1 924,6301 ™ 0,3860 (p<0,001) 1608,4480 (p<0,001)
Reg. Quadratica 1 2963,7038 (p<0,005) 0,2580 (p<0,001) 733,3519 (p<0,001)
Desvio de regressio 1 0,0008 ™ 0,0107 ™ 0,0148 ™

Interacdo F1 x F2 3 123,9515 ™ 0,0259 ™ 73,8333 ™

Tratamentos 7 1031,9847 (p<0,005) 0,1129 (p<0,001) 375,3968 (p<0,001)

Residuo 16 277,7783 0,0102 36,9398

Total 23

CV (%) 22,22 7,76 28,20

NOTA: (ns) - ndo significativo: p>0,05.

A variedade RB99395 apresentou resultados melhores que a variedade RB92579
na porcentagem de calos embriogénicos e na qualidade dos calos embriogénicos (Figura
5AB). Embora a variedade RB99395 tenha apresentado melhores calos embriogénicos
do que a variedade RB92579, o numero de plantas regeneradas ndo foi
significativamente influenciado por isso (Figura 5C). A habilidade para inducdo de
calos embriogénicos pode ser influenciada pelo genétipo (GANDONOU et al., 2005;
CIDADE et al.,, 2006; LAKSHMANAN, et al., 2006). Todavia, a maioria dos
protocolos estabelecidos tem induzido razoavel nivel de embriogénese somatica em

varias cultivares de cana-de-acucar (LEMQOS, 2009).
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Figura 5. Diferenca estatistica, de acordo com o teste F, entre as duas variedades de
cana-de-agucar, cultivadas em diferentes concentracfes de carvédo ativado; A) — em
relagdo a porcentagem de calos embriogénicos (p<0,005); B) — em relacdo a
qualidade dos calos embriogénicos (p<0,030); C) — em relacdo ao numero de plantas
regeneradas (ndo significativo).
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Os resultados de porcentagem de calos embriogénicos, de qualidade de calos
embriogénicos e de numero de plantas regeneradas das variedades RB92579 e

RB99395, em funcdo das concentracdes de carvao ativado utilizadas no processo de



81

maturacdo dos embrides somaticos, foram melhor explicados por equagdes de 2° grau
(Figura 6).

Figura 6. Analises de regressao mostrando os efeitos das concentracdes de carvao
ativado sobre as variedades RB92579 e RB99395, no processo de maturacdo dos
embriGes somaticos; A) — em relacdo a porcentagem de calos embriogénicos; B) —
em relacdo a qualidade dos calos embriogénicos; C) — em relacdo ao nimero de
plantas regeneradas.
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Neste estudo, os acréscimos do carvdo ativado nos meios de cultivo, durante a
maturacdo dos embrides, provocaram reducdo no desenvolvimento e germinacdo dos
embrides somaticos, na fase clara, nas variedades RB92579 e RB99395 de cana-de-
acucar. Os tratamentos sem carvao ativado proporcionaram os melhores resultados para
as variaveis estudadas (Figura 6).

De uma maneira geral, os aumentos das concentracdes de carvado ativado,
reduziram a porcentagem de calos embriogénicos, a qualidade dos calos embriogénicos
e 0 numero de plantas regeneradas (Figura 6). Resultados diferentes foram relatados por
Macedo (2010) em culturas embriogénicas de cana-de-agucar da variedade SP-803280,
onde na concentracdo de 1,5 g L™ de carvéo ativado a taxa de diferenciacéo de embrides
foi oOtima. Essa variacdo de resultados entre os dois trabalhos pode ser atribuida,
novamente, a influéncia do gendtipo.

De acordo com a figura 7, houve correlacdo alta e positiva entre a qualidade dos
calos embriogénicos e 0 numero de plantas regeneradas, indicando que quanto melhor
foi a qualidade dos calos maior foi o nimero de plantas regeneradas na fase clara
(Figura 7).

Figura 7. Equagéo de 1° grau mostrando a correlagéo existente entre a qualidade dos
calos embriogénicos e 0 numero de plantas regeneradas.
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CONCLUSOES

A adicdo de carvao ativado ao meio de embriogénese reduz a porcentagem de
calos embriogénicos, a qualidade de calos embriogénicos e o nimero de plantas
regeneradas, na fase clara, das variedades RB92579 e RB99395 de cana-de-agucar, ndo
sendo indicada o seu uso nessas variedades.

O carvao ativado estimulou a germinacéo precoce parcial dos embrides ainda no
escuro causando o aparecimento apenas das raizes sobre os calos.

O escurecimento dos explantes, devido a exsudagdo dos compostos fendlicos,
pode ser controlado com o reposicionamento frequente dos mesmos até a formacéo de
calos embriogénicos.

Ha uma correlagdo alta e positiva entre a qualidade dos calos embriogénicos e o
namero de plantas regeneradas das variedades RB92579 e RB99395 de cana-de-agucar.
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