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“No semblante de um animal que ndo fala, ha
um discurso que somente um espirito sabio
realmente entende”

Mahatma Ghandi



RESUMO

O estabelecimento in vitro e a calogénese em cana-de-aglicar permitem a
producdo em massa de materiais regeneraveis e de qualidade, essencialmente
importantes para transformagfo genética. O objetivo geral do trabalho foi
estabelecer protocolos eficientes para a producdo de calos com potencial
regenerativo das variedades RB 855156, RB 92579 ¢ RB 867515, bem como
caracterizd-los morfoanatomicamente, visando a transformacio genética. A
desinfestagdo do palmito foi feita por submersdo em etanol 70% e hipoclorito de
sodio a 2% de cloro ativo. A calogénese foi induzida em meio MS suplementado
com 3,0 mg.L'1 de 2,4-D, e os seguintes antioxidantes foram testados PVP (75,
150, 300 ¢ 600 mg L 'l), acido citrico e acido ascorbico (7,5; 15; 30 e 60 mg.L'l).
A caracterizagdo morfologica dos calos foi por meio de classificagdo visual e a
regeneracdo foi avaliada em trés tempos de subcultivo. As andlises anatdmicas
foram feitas por microscopia de luz. O protocolo de desinfestacdo foi eficiente
para o estabelecimento in vitro das variedades RB855156 e RB92579. A
variedade RB867515 apresentou contaminagdo endogena, impossibilitando seu
cultivo. A calogénese foi eficiente, pois 100% dos explantes apresentaram calos.
O melhor antioxidante testado foi o acido citrico (7,5 mg.L™), pois os explantes
apresentaram os menores indices de oxidagdo (0,32) em relagdo ao controle
(2,16). Foram estabelecidos trés diferentes tipos de calos: branco nodular
compacto (BN); translucido friavel (TF); e mucilaginoso (M). O calo BN assim
como o TF possui alto potencial regenerativo aos 84 dias de cultivo (100 e 90%,
respectivamente). O calo mucilaginoso ndo se regenera. As analises histologicas
dos calos mostraram que ha diferenga estrutural entre eles e que seus brotos
possuem origem organogénica. Os calos organogénicos das variedades RB
855156 e RB92579, portanto, sdo potencialmente transformaveis devido ao seu
potencial regenerativo e estabelecimento in vitro.

Palavras-chave: Saccharum spp, potencial regenerativo, calos organogénicos.



ABSTRACT

Both the in vitro establishment and the callogenesis of sugarcane allow the mass
production of quality regenerative material substantially important for genetic
transformation. The overall objective of the study was to establish protocols for
the efficient production of calli with the regenerative potential of varieties
RB855156, RB92579 and RB867515, as well as their characterization regarding
morphology and anatomy aiming the genetic transformation. The palm
disinfestation was carried out by submersion in 70% ethanol and sodium
hypochlorite at 2% active chlorine. Callogenesis was induced in MS medium
supplied with 3,0 mg L™ 2,4-D, and the following antioxidants were evaluated
PVP (75; 150; 300 and 600 mg L'l), citric acid, and ascorbic acid (7,5; 15; 30
and 60 mg L-1). Morphological characterization of calli was carried out by
visual classification and regeneration was evaluated in three different moments.
The anatomical analyzes were performed by light microscopy. The disinfection
protocol was efficient for the in vitro establishment of varieties RB855156 and
RB92579. Endogenous contamination prevented the cultivation of RB867515.
The callogenesis was efficient, since 100% explants produced callus. The best
antioxidant was the citric acid (7,5 mg L) as the explants exhibited lower
oxidation rates (0,32) compared to the control (2,16). Three different types of
calli were established: white compact nodular (BN); translucent friable (TF); and
mucilaginous (M). Both BN and TF calli have high regenerative potential after
84 days of culture (100 and 90%, respectively). The mucilaginous callus does
not regenerate. The anatomical analysis showed that there are structural
differences between calli and their shoots are from organogenesis. Therefore,
organogenic calli of RB855156 and RB 92579 varieties are potentially

transformable due to their regenerative potential and in vitro establishment.

Key words: Saccharum spp, regenerative potential, organogenic calli
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agticar ¢ uma das culturas de maior importincia na
economia mundial, sobretudo por seus principais produtos, como o agucar ¢
o etanol. O Brasil ¢ o maior produtor mundial da cultura, além de ser um dos
maiores representantes do setor sucroalcooleiro mundial. A busca por fontes
de energia renovaveis ¢ uma tendéncia mundial no setor energético e a cana-
de-agticar destaca-se como uma das espécies pioneiras na producdo de
bioetanol.

As técnicas de melhoramento genético classico permitem
cruzamentos controlados entre espécies no intuito de mesclar caracteristicas
comercialmente importantes. Devido as limitacdes intrinsecas destas
técnicas, os melhoramentos promovidos por transformacdo genética e
manipulagdo de genes especificos ganham espaco a cada dia.

Os novos métodos de transformacdo genética de plantas contam com
o auxilio da cultura de tecidos vegetais para a obtencdo de materiais de
qualidade a serem transformados. O cultivo in vifro e a micropropagacio de
plantas pode ser potencializado tanto por via embriogénica ou organogénica,
resultando em materiais capazes de regenerar uma planta completa. A
elaboracdo de protocolos eficientes para a obtencdo e regeneracdo desse
material visa a um maior crescimento vegetativo in vitro, assim como
melhorias na sua qualidade e integridade.

A micropropagagdo possui alguns pontos que necessitam de aten¢io
especial, tais como a assepsia, o tipo de explante, o0 meio de cultivo e as
condi¢des de crescimento. Os protocolos podem variar de acordo com o
explante ou variedade utilizada. Em cana-de-aciicar ¢ comum o uso de
auxina para a inducfo de calos a partir das folhas imaturas, no entanto,
contaminagdes endofiticas e oxidacao sdo fatores que prejudicam a obtengio

destes.
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Para qualificar o material vegetal ¢ testar se ele ¢ potencialmente
transformavel, é necessario conhecer em detalhes o tipo de material vegetal
cultivado, bem como observar atentamente o processo de regeneracdo in
vitro. Caracterizagdes morfoldgicas visuais, testes de regeneracdo e analises
anatomicas sdo de fundamental importancia para o conhecimento especifico

e para a escolha do material vegetal a ser transformado.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A Cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp) ¢ uma graminea perene
pertencente a familia Poaceae. Originaria das regides da Indonésia e Nova
Guiné (JADOSKI et al., 2010), ¢ cultivada no Brasil desde o século XVI
(LEITE et al., 2008). Suas folhas sdo presas aos nds dos colmos por uma
bainha invaginante e distribuem-se de forma alterna e oposta. Possui
inflorescéncia do tipo panicula com flores androginas e o crescimento do
caule ¢ cilindrico com colmos limitados por nos e entrends. Sua reprodugéo
¢ sexuada, porém na producéio comercial utiliza-se a propagacdo vegetativa
para a obtengdo de clones (EVERT, 2006).

As variedades de cana-de-agucar cultivadas atualmente sdo hibridos
interespecificos cujas constituigdes genéticas tém participagcdo das espécies
S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. barberi, S. robustum e S. edule
(JADOSKI et al., 2010). Essas espécies selvagens possuem importantes
caracteristicas comerciais, as quais levaram ao sucesso de muitas variedades
obtidas por meio de melhoramento genético tradicional (CESNIK &
MIOCQUE, 2004).

Suas relevantes caracteristicas fisiologicas fazem com que a cana
seja uma das culturas de metabolismo C4 mais importantes do mundo na
produgdo de alimentos (MARIN & NASSIF, 2013). Possui alta taxa
fotossintética, eficiente utilizagdo do CO, atmosférico e tolerancia a altas
temperaturas, o que faz com que os canaviais sejam encontrados em uma
ampla faixa de latitude e longitude no Brasil ¢ no mundo (MOORE &
BOTHA, 2014). Por esses motivos, ha um crescente aumento da producédo e

do interesse comercial € econémico pela cultura.
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2.2. Producio e Importincia Econémica

O género Saccharum possui grande importincia econdémica no
mundo, sendo responsavel por 70% da produgdo mundial de agutcar
(LAKSHMANAN, 2006). O Brasil ¢ o principal fornecedor de agucar para
mais de 100 paises, incluindo Russia, India, Ird e Emirados Arabes. Grande
parte do etanol produzido no Brasil é consumida pelo mercado interno. Além
disso, de acordo com a Unifo da Industria de Cana-de-Agucar (UNICA,
2010), o pais € responsavel por 20% da producdo mundial e também 20%
das exportagdes mundiais.

O potencial econdmico da cana-de-agtcar esta no colmo, do qual sdo
retirados os compostos de interesse. A sacarose ¢ destinada a producio de
etanol e agucar; outros agucares ndo-redutores sdo utilizados na fabricacéo
de melaco; e as fibras restantes podem ser utilizadas pela prépria industria
como fonte de energia (TOPPA et al., 2010).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial da cultura em virtude de suas
caracteristicas edafoclimaticas, seguido por india e China. Na safra 2014/15,
a area cultivada com cana-de-agtcar destinada a atividade sucroalcooleira
serd de aproximadamente 9.004,5 mil hectares (CONAB, 2014). Dessa
forma, o pais assume o posto de maior produtor mundial de agtcar, sendo
responsavel por mais de 50% do mercado internacional desta commodity
agricola, além da produg¢do de etanol de cana-de-agucar (MARIN &
NASSIF, 2013; CONAB, 2014/2015).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014),
a produgdo total de cana-de-a¢ticar moida na safra 2014/15 ¢ estimada em
642,1 milhdes de toneladas. Desse montante, 43,75% ¢é destinado a produgio
de agucar, estimada em 36,36 milhdes de toneladas. O restante, que equivale
a 361,37 milhdes de toneladas, ¢ destinado a produgdo de etanol. Estima-se

que serdo gerados 28,66 bilhdes de litros de etanol nessa mesma safra.
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Atualmente, o setor sucroenergético conta com 70 mil produtores de
cana-de-agucar que geram 1,2 milhdo de empregos diretos, além de um PIB
setorial de US$ 48 bilhdes e exportacdes chegando a US$ 15 bilhdes. De
acordo com o ultimo Relatério de Sustentabilidade da UNICA (2010), esse €
o setor que mais gera empregos diretos, quando comparados com os setores
de soja, arroz, café, milho e mandioca. E também o segundo melhor em
relacdo a média salarial dos trabalhadores do campo, abaixo apenas do setor

da soja.

2.3. Variedades RB

O Catalogo Nacional de variedades RB de cana-de-agticar (RIDESA,
2010) destacou trés variedades consideradas comercialmente importantes:
RB855156, RB92579 e RB867515. Uma das principais diferencas
fisioldgicas entre elas € em relagdo a maturacgdo, ou seja, passagem do estado
vegetativo para o reprodutivo: precoce, média e tardia, respectivamente.

A variedade RB 855156 ¢ a mais cultivada para inicio de safra
devido a sua maturidade precoce. Essa caracteristica tem sido cada vez mais
procurada, pois € no periodo inicial da safra que se tem a maior falta de
matéria-prima com alta riqueza de sacarina. Possui um perfilhamento
regular, crescimento ereto e despalha facil. No aspecto fitossanitario ndo
requer nenhum cuidado especial, pois ¢ bastante resistente as principais
doengas como: carvido, escaldadura-das-folhas, estrias vermelhas, ferrugem
marrom € mosaico.

A variedade RB92579 tem maturidade média. Possui excelente
produtividade agricola, 6timo perfilhamento, fechamento da entrelinha e
brotagdo das socarias. Seu porte ¢ semiereto, com dtima colheitabilidade,
recuperagdo apds periodos de seca, tem alta responsividade a irrigagdo e
eficiéncia no uso da agua. Também possui alta eficiéncia no uso dos

nutrientes, otimo teor de sacarose, maturacio média e ¢ tolerante a
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herbicidas. Tem florescimento baixo, € tolerante ao ataque da broca comum,
resistente a ferrugem marrom e a escaldadura das folhas, além de ser
moderadamente resistente ao carvao.

A RB867515 possui maturagdo tardia. Tem hébito de crescimento
ereto, perfilhamento médio e despalha facil. Possui colmos de cor verde
arroxeada e boa capacidade de brotagdo, mesmo em plantio tardio em baixas
temperaturas. Pode ocorrer florescimento, mas o chochamento no

compromete a producéio em fungdo do crescimento expressivo.

2.4. Melhoramento e Transformacao Genética de Plantas

A arquitetura genomica da cana-de-a¢tcar impde dificuldades para o
processo de desenvolvimento de novas variedades. A poliploidia (mais de
dois genomas no mesmo nucleo) faz com que a propagagdo por sementes
seja comercialmente inviavel por produzir uma prole altamente diversificada
(SCHIFINO-WITTMANN, 2004). Nesse caso, 0 processo mais comum para
criacdo de novas variedades ¢ o cruzamento entre plantas da mesma espécie
(CESNIK & MIOCQUE, 2004).

A maioria das variedades de cana ainda ¢ obtida através do
melhoramento classico (ANDRADE et al., 2011; SILVA & GONCALVES,
2011; CARVALHO & FURTADO, 2013). Porém suas limitagdes vém
forcando o desenvolvimento de novas técnicas de melhoramento genético.
Uma dessas técnicas ¢ a transformag@o genética, que permite gerar plantas
com fendtipos inatingiveis pelo melhoramento convencional (BIRCH, 1997).

De acordo com Birch (1997), existem trés requisitos essenciais para
a produc@o de plantas transgénicas: (a) um tecido alvo que possua células
competentes para a regeneragdo de uma planta; (b) um método de introduzir
o material genético nas células regeneraveis; e (c) um processo de selegdo e

regeneracgdo das plantas transformadas em uma frequéncia satisfatdria.
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Os métodos de transformagfo genética de plantas dependem das
técnicas de cultura de tecidos in vitro, uma vez que € necessario que se
estabelega um protocolo eficiente para o estabelecimento do material vegetal
e a regeneragdo de plantas inteiras a partir de células transformadas
(NEWELL, 2000). Muitas vezes essa etapa ¢ limitante na obtencdo de
plantas transgénicas tendo em vista as dificuldades intrinsecas ao processo
de regeneragio in vitro (STUDART-GUIMARAES, LACORTE E
BRASILEIRO, 2003). A escolha do material vegetal a ser transformado,
bem como seu método de obtencdo e sua qualidade regenerativa tornam-se

primordiais para o sucesso da técnica.

2.5. Cultura de Tecidos Vegetais

As técnicas de cultura de tecidos sdo imprescindiveis em trabalhos
de transformacdo genética, estando presentes desde a fase de
estabelecimento do explante até o momento da regeneragdo e aclimatizagio
do transformante obtido. Em programas de melhoramento genético de cana-
de-agucar, ¢ necessaria a multiplicacdo do material selecionado com rapidez
e eficiéncia, atributos que podem ser obtidos pela micropropagacio de
plantas (CIDADE et al., 2006).

Um explante vegetal pode dar origem a 6rgéos ou embrides de forma
direta ou indireta. Os processos de organogénese ¢ embriogénese indireta
passam necessariamente pelo processo de calogénese. Os calos
embriogénicos sdo um aglomerado de células desdiferenciadas capazes de
gerar embrides pelo processo de embriog€nese somatica. Esses embrides
somaticos possuem potencial regenerativo alto e sdo semelhantes aos
embrides zigdticos, além de serem bipolares e possuirem Orgios
embrionarios tipicos, como radicula, hipocétilo e cotilédones (ARNOLD et

al., 2002).
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Na maioria das variedades de cana-de-acicar o material mais
utilizado para transformac@o € o calo embriogénico obtido a partir de folhas
imaturas, independentemente do método escolhido (SANTOSA et al., 2004;
VAN DER VYVER et al., 2013; MUDRY et al., 2013). A calogénese em
cana ¢ obtida a partir das folhas imaturas do apice caulinar, denominadas
palmito (VAN DER VYVER et al., 2013; MUDRY et al., 2013). Segundo
Santosa et al. (2004), a escolha do calo é devido a facilidade com que sdo
obtidos em relag@o a explantes meristematicos.

Diversos autores relatam que a formagdo de calos embriogénicos em
variedades de cana-de-acticar é obtida com a utilizagdo de meio de cultura
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofendxiacético) em concentragdes que variam de 2,0 a 4,0 mg L
(ATTIA et al., 2005; DIBAX et al., 2013; MUDRY et al., 2013) sendo, na
maioria dos casos, 3,0 mg L™ a concentragdo mais utilizada JAHANGIR &
NASIR, 2010; VAN DER VYVER et al., 2013; SOARES et al., 2014).

Na cultura de tecidos ¢ essencial que haja a prevengdo e o controle
da contaminagdo microbiana, uma vez que o meio de cultivo torna-se um
ambiente ideal para o crescimento de bactérias, leveduras e fungos (PALU et
al., 2011). Microrganismos epifitos, que vivem na superficie das plantas
(HIRANO & UPPER, 1990), geralmente sdo eliminados de maneira simples.
A contaminag@o por bactérias endofiticas pode ser limitante ao cultivo in
vitro ou exigir maior tempo, gasto de material vegetal e recursos financeiros
(PALU et al., 2011). Uma das solugdes encontradas ¢ o uso de antibioticos
no meio de cultura, que podem ter agdo bacteriostatica ou bactericida
(PEREIRA et al., 2003). Entretanto, para que o antibidtico seja eficiente é
indispensavel que se tenha uma identificagdo precisa da bactéria causadora
da contaminag@o (THOMAS, 2004).

Outro problema que afeta o cultivo in vitro de diversas espécies € o
alto teor de compostos fendlicos e a oxidacdo do material vegetal
(ROBARDS et al., 1999). O aumento na produgdo de compostos fenolicos ¢é

uma reagdo de protecdo vegetal, resultante das lesdes causadas pelo corte do
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explante (NORTH, NDAKIDEMI e LAUBSCHER, 2010). Enzimas como
polifenoloxidases e peroxidases utilizam compostos fenolicos como
substrato (ROBARDS et al., 1999) e a oxidacdo desses fenois resulta em
compostos como as quinonas. Elas sdo responsaveis pela coloragdo marrom
das culturas e podem causar a inibigdo do crescimento ¢ a morte de um
grande numero de explantes (MELO et al., 2001; BASSAN et al., 2006).

Algumas estratégias podem ser utilizadas para minimizar a formagao
desses compostos como: lavagem do material vegetal em dgua corrente antes
da desinfestacdo, utilizacdo de antioxidantes, redu¢do de danos mecanicos e
quimicos no explantes, reducdo da luminosidade da camara de fluxo laminar
e incubacdo inicial dos explantes no escuro (MONACO et al., 1977;
CALDAS et al., 1998; SARTOR et al., 2013). Antioxidantes como
polivinilpirrolidona (PVP), carvdo ativado, acido ascdrbico e acido citrico
s80 os mais citados na literatura (MELO et al., 2001; SARTOR et al., 2013;
BASSAN et al., 2006), inclusive para o cultivo in vitro de cana-de-acticar
(CIDADE et al., 2006; DIBAX et al., 2013; SOARES et al., 2014).

Os antioxidantes possuem maneiras diferentes de minimizar/evitar a
oxidagdo. O 4cido ascorbico reduz as quinonas disponiveis no meio em
produtos incolores e estaveis. Essa reagdo ¢ irreversivel e, portanto,
temporariamente eficaz. O acido citrico diminui o pH do meio, deixando-o
abaixo do otimo de aglo de enzimas oxidantes (polifenoloxidases e
peroxidases), além de exercer efeito inibidor sobre o polifenoloxidase por
quelagdo do cobre no sitio ativo da enzima (HE & LUO, 2007). O PVP ¢ um
polimero adsorvente que possui acdo ndo enzimatica. E utilizado em diversas
areas por sua alta capacidade de complexagdo com polifendis
(BORNEMAN, GTKMEN e NIJHUIS, 1997)

Para algumas espécies a combinacdo entre antioxidantes pode
apresentar resultados mais eficazes. Loredo-Carrillo et al. (2013) mostraram
que a combinagdo entre PVP, &cido citrico e acido ascdrbico foi mais
eficiente que a utilizagdo destes separadamente no estabelecimento de calos

de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.). J4 para controle da oxidagio em
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embrides zigdticos da guarirobeira, o acido ascorbico se mostrou mais
eficiente (MELO et al., 2001). A oxidacdo em calos de diferentes espécies de
Acacia pode ser controlada com o uso de acido ascérbico (4. catechu) ou
PVP (4. auriculiformis) (VENGADESAN et al.,, 2002). Para algumas
variedades de coqueiro, acido citrico e acido ascorbico apresentaram a
mesma eficiéncia (SIQUEIRA & INOUE, 1991).

Com o presente trabalho, objetivou-se verificar a eficiéncia dos
protocolos comumente utilizados para desinfestacdo e indugdo a
calogénese nas variedades RB855156, RB92579 ¢ RB867515; testar a
eficiéncia de diferentes antioxidantes, em diferentes concentragcdes, a
fim de diminuir a oxidagdo; testar o potencial regenerativo dos
diferentes tipos de calos em diferentes tempos; e caracterizar morfo e
histologicamente os diferentes tipos de calos e brotos a fim de
comprovar sua origem. Os calos com alto potencial de regeneragdo
sdo possivelmente transformaveis e, por isso, os mais indicados como

material alvo no processo de transformacao genética.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia
Molecular de Plantas (http://www.dbi.ufla.br/lfmp/) e no Laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas (http://www.lctp.dbi.ufla.br/), ambos no Setor
de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras, Lavras/MG — Brasil.

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas trés variedades de cana-
de-agtcar (Saccharum spp.) com idade de 8 a 10 meses, RB 85 5156, RB 92
579 e RB 86 7515 cedidas pela BASF- The Chemical Company.

3.2. Preparo do Material

As plantas utilizadas para o experimento foram cortadas na base
onde as folhas verdes completamente expandidas estdo fixas no colmo.
Algumas folhas mais externas do ponteiro da cana foram retiradas e levadas
para o laboratério. Dentro do ponteiro encontra-se o apice caulinar, contendo
o meristema apical envolto por folhas jovens imaturas, as quais sdo
chamadas de “palmito”. Esse palmito foi utilizado como fonte de explante e,
ainda envolto por algumas folhas esverdeadas, lavado em d4gua corrente
durante cinco minutos para uma limpeza superficial. Em uma proveta cheia
de agua destilada, os palmitos foram levados para camara de fluxo laminar,

onde foi submetido ao processo de desinfestagao.
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3.3. Desinfestaciao

Em cdmara de fluxo laminar, os palmitos foram mergulhados em
etanol 70% por um minuto e, em seguida, em solucgéo de hipoclorito de sodio
com 2% de cloro ativo por 20 minutos. Apds o descarte do excesso de
hipoclorito, foi feita uma triplice lavagem em agua destilada e autoclavagem
para eliminar os residuos do agente desinfestante. A desinfestacdo foi feita

separadamente para cada variedade e a inoculacdo foi feita logo em seguida.

3.4. Meio de inducio a calogénese

Para inducdo a calogénese foi utilizado o meio basal MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) acrescido de 3% de sacarose, 2,3 g L™ de
Phytagel® (Sigma) como agente gelificante, 100 mg L™ do antioxidante
Polivinilpirrolidona (PVP), e 3,0 mg L' de 2.4-D, indicado na literatura
como a melhor concentragdo para indugdo de calos embriogénicos
(JAHANGIR & NASIR, 2010; VAN DER VYVER et al., 2013; SOARES et
al., 2014). O pH do meio foi ajustado em 5,8 =1 ¢ o meio foi autoclavado em
tubos de ensaio com aproximadamente 15 mL deste, por 20 minutos a 1 atm

de pressio.

3.5. Introducéio do material in vitro e condi¢des de crescimento

Apds a desinfestagdo do palmito, outras duas folhas externas foram
retiradas a fim de se obter o cilindro de folhas imaturas acima do wltimo n6
(o mais apical), com aproximadamente 15 cm de altura e 1 cm de didmetro.
Os explantes foram cortados da base do ultimo no para o apice.

Devido ao alto nivel de oxidagdo, um pré-tratamento utilizando

solucdio antioxidante no ato do fracionamento do palmito foi realizado.
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Preparou-se uma solucdo de PVP a 500 ppm, na qual o bisturi foi
mergulhado a cada corte. Os explantes de 1 a 2 mm de espessura foram
cortados e inoculados individualmente em cada tubo.

Quatrocentos e cinquenta explantes foram inoculados, sendo 150 de
cada variedade e 50 retirados de cada palmito. Os tubos foram mantidos em
sala de crescimento, na auséncia de luz, com temperatura de 25° C + 1, por
140 dias. Os explantes contaminados ou completamente oxidados foram

descartados.

3.6. Subcultivos

Os explantes foram subcultivados em placas de Petri estéreis e
descartaveis contendo 25 mL de meio a cada 28 dias. Os explantes foram
fracionados em quatro ou cinco partes, dependendo do tamanho e do
desanelamento natural do explante que ocorre quando ha formacgo de calo.
Cada explante deu origem a uma placa e aqueles explantes, ou parte deles,
que nio desenvolveram massa calogénica foram descartados. Os materiais
subcultivados foram mantidos em sala de crescimento escura durante a

calogénese. Foram feitos quatro subcultivos, totalizando 140 dias de cultivo.

3.7. Meio de Regeneracio

A regeneragdo dos calos foi realizada em meio MS livre de 2,4-D
(LIMA et al., 2001; MUDRY et al., 2013). Os calos foram mantidos em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas sob irradiancia de 36 pmol m™

s" e temperatura de 25 = 2° C por aproximadamente 90 dias.
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3.8. Avaliac¢ao da Contaminacio e da Oxidacao

Os 450 explantes (oriundos das trés variedades) inoculados foram
avaliados a cada sete dias. A contamina¢o foi classificada em bacteriana ou
fungica e os explantes foram avaliados com presenca ou auséncia desses
tipos de contaminantes. Para aumentar a confiabilidade da analise visual,
criou-se um padréo para melhor avaliar o nivel de oxidagao dos palmitos ao
longo da avaliagdo, sendo: 0 (zero) o explante ndo oxidado; 1 (um) o
explante levemente ou com parte oxidada; e 2 (dois) o explante muito ou

totalmente oxidado (Figura 1).

Figura 1: Padrdo de oxidacdo utilizado para classificar os explantes, sendo: 0 (zero)
o explante nio oxidado; 1 (um) o explante levemente ou com parte oxidada;
e 2 (dois) o explante muito ou totalmente.

3.9. Identificacido dos Diferentes Tipos de Calos

Ao longo dos quatro subcultivos, foram feitas observacdes a cada 7
dias com o auxilio de uma lupa, que permitiram a identificacdo da formacao
diferentes tipos de calos: brancos nodulares compactos, translucidos friaveis
e mucilaginosos.

Devido a grande semelhanga entre o desenvolvimento in vitro dos
calos das variedades RB855156 ¢ RB92579, decidiu-se realizar os demais

experimentos apenas com a RB92579. A escolha foi feita baseada em
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critérios como maturagdo intermediaria entre as variedades, menores indices

de contaminagio e oxidacdo e disponibilidade de material para coleta.

3.10. Teste de Oxidacio ao Longo do Palmito

Uma nova inoculacdo foi realizada com o objetivo de verificar se a
oxidacdo nos explantes ¢ influenciada pelo seu posicionamento no palmito
(basal — apical). Para isso foram inoculados cinco palmitos da variedade RB
92579 e seus explantes foram enumerados de um a 30 (do mais basal ao
mais apical). Os niveis de oxidagdo receberam notas: ndo oxidado (nota 0);
pouco oxidado (nota 1); oxidado (nota 2); e muito oxidado (nota 3). Na
tentativa de diminuir os niveis de oxidagdo, fez-se um teste com diferentes

antioxidantes em diferentes concentracdes.

3.11. Teste de Antioxidantes

Uma nova inoculago foi feita, alterando o agente antioxidante e
suas concentragdes. O teste foi feito com trés antioxidantes em quatro
concentragdes distintas: 4dcido ascorbico e 4acido citrico utilizados nas
concentra¢des de 7,5, 15, 30 e 60 mg L' (ambos microfiltrados antes da
adi¢do ao meio ja autoclavado), e PVP a 75, 150, 300 e 600 mg L 10
controle foi feito com agua ao invés do antioxidante. As solu¢des para
mergulhar o bisturi antes do corte também foram feitas com as mesmas
concentracdes de antioxidante do meio de cultivo.

Cinco placas foram inoculadas com trés explantes em cada,
totalizando 15 explantes para cada concentragéo de antioxidante, além do
controle. Os explantes foram colocados aleatoriamente nas placas, de modo
que cada tratamento continha explantes basais ¢ apicais. As avaliagdes foram

feitas a cada sete dias durante 42 dias.
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3.12. Teste de Regeneracao

Para verificar em qual tempo a taxa de regeneragdo dos calos € mais
elevada, um teste de regeneracdo com cada tipo de calo em cada subcultivo
foi realizado. Ao final de cada subcultivo, 10 por¢des de cada um dos calos
foram separadas e colocadas em meio de regeneragio em condi¢des
apropriadas. Cada porgédo foi classificada como um evento de regeneracéo,
totalizando 10 eventos de regeneragdo de cada tipo de calo em cada tempo.
As avaliagoes foram feitas aos 84, 112 ¢ 140 dias de cultivo (R2, R3 e R4,

respectivamente).

3.13. Analises Anatomicas

Foram feitas analises anatomicas dos diferentes tipos de calos pela
técnica de microscopia de luz a fim de verificar se ha diferenciagdo
histologica entre eles. Os diferentes tipos de calos mantidos no escuro e os
brotos regenerados apods sete e 15 dias de exposi¢do a luz foram fixados em
FAA (formaldeido, acido acético e alcool 70%) por 72 horas e mantidos em
etanol 70% para posteriores andlises. Os tecidos fixados passaram por um
processo de desidratagdo e posterior emblocamento com Kit de Historesina
da marca Leica®. Os cortes foram feitos em micrétomo semiautomatico e
corados com Azul de Toluidina. As imagens foram feitas no Laboratdrio de
Anatomia Vegetal (UFLA), em microscépio com uma camera OLYMPUS
acoplada, na resolugdo 1024X768 ¢ em diferentes aumentos. Foram tratadas
com o auxilio do programa GIMP (The GNU Image Manipulation Program)

e as escalas colocadas com o programa Image J.
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3.14. Analises Estatisticas

As avaliagdes de contaminagdo e oxidag¢@o da primeira inoculagéo
foram feitas por analise qualitativa descritiva.

A oxidacdo ao longo do palmito foi avaliada por analise de variancia
ANOVA, seguida de uma regressdo linear multipla para verificar se ha
relacdo entre a oxidagdo e a posi¢do do explante.

Para o teste de antioxidantes foi feita uma andlise de varidncia
ANOVA com dois critérios, sendo eles os diferentes tratamentos (12
tratamentos + controle) e as semanas avaliadas.

A regeneragdo foi avaliada pela taxa de eventos regenerados em

cada tipo de calo e em cada tempo avaliado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contaminagio bacteriana impediu o estabelecimento in vitro
da variedade RB867515

A contaminagdo bacteriana afetou o cultivo das trés variedades, no
entanto, houve o estabelecimento in vitro de duas delas (Figura 2A e 2B). O
alto indice de contaminacdo na variedade RB867515 (Figura 1C)
impossibilitou seu cultivo in vitro, uma vez que houve a morte de todos os
explantes assim que foram subcultivados. Outros testes utilizando palmitos
da RB867515 advindos de localidades diferentes foram realizados. Todos os
explantes também foram contaminados, aparentemente, pelo mesmo tipo de
bactéria. Esses resultados sugerem que essas bactérias sdo endogenas.
Segundo FANG & HSU (2012) € impossivel eliminar a contaminagio

enddgena somente com o uso de desinfestacdo superficial.
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Figura 2: Percentual de contaminagio bacteriana nas variedades RB855156 (A),
RB92579 (B) e RB867515 (C), sendo que cada linha representa os
explantes de um mesmo palmito e S1, S2, S3 e S4, as avaliagdes de 7, 14,
21 e 28 dias, respectivamente.

O crescimento bacteriano no restante dos explantes da variedade
RB867515 ocorreu apods a troca do meio de cultivo. Isso pode ter ocorrido
devido ao baixo nimero de bactérias no explante e ao padrdo sigmoidal do
crescimento bacteriano. Ainda no primeiro subcultivo, as bactérias atingiram

a fase de declinio, ndo havendo crescimento suficiente para que fossem
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visualizadas a lupa. Ao subcultivar os explantes, a curva de crescimento se
reestabeleceu, iniciando uma nova fase de crescimento exponencial que as
tornou visiveis a lupa (ZWIETERING et al., 1990). Outra hipdtese seria a de
que as bactérias se apresentavam em estado de laténcia, retomando seu
crescimento ao serem subcultivadas (LEIFERT, RITCHIE e WAITES,
1991).

Aparentemente, houve crescimento de quatro tipos diferentes de
bactérias (Figura 3), sendo que os explantes de um mesmo palmito
contaminaram-se com somente um dos tipos. As contaminagdes dos
explantes dos palmitos da RB92579 ¢ RB855156 podem ser: de origem
epifita, sugerindo que a desinfestacdo ndo foi eficiente para a total
eliminagdo das bactérias; ou endogenas, habitando apenas parte da planta

(LEIFERT, RITCHIE e WAITES, 1991).

Figura 3: Diferentes bactérias encontradas durante o cultivo in vitro das variedades
de cana-de-agucar.

Algumas bactérias endogenas sdo benéficas ao cultivo in vitro de

espécies como a banana (Musa accuminata AAAcv. Grand Naine) (JIMTHA
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et al., 2014). Nas variedades de cana em estudo, a contamina¢do nio foi
benéfica ao explante, pois os mesmos apresentaram uma intensa oxidagdo e
posterior morte. A alta oxidagcdo dos explantes contaminados se deve ao
aumento na producdo de compostos fendlicos. As quinonas resultantes da
oxidag¢do desses compostos possuem propriedades antimicrobianas, uma
forma de protecio natural do explante contaminado (BRONDANI et al.,
2003).

O uso de antibidticos bacteriostaticos no meio de cultivo pode ser
uma opc¢do vidvel para o controle das bactérias endogenas (PALU et al.,
2011). Para tal, ¢ imprescindivel que se faca a identificacdo das espécies
bacterianas e o desenvolvimento de um novo protocolo de estabelecimento
in vitro. Outra opg¢@o ¢ o uso de explantes advindos de plantas cultivadas in
vitro que ja estdo livres de qualquer contaminante (LEIFERT, RITCHIE e
WAITES, 1991).

Houve um baixo indice de contaminagdo fingica nos explantes das
trés variedades ndo ultrapassando os 6% (Figura 4). Isso sugere que os
fungos eram epifitos e que foram eliminados com uma desinfestagdo
simples, baseada em etanol 70% e hipoclorito de sddio a 2% de cloro ativo

(LEIFERT, RITCHIE e WAITES, 1991; PALU et al., 2011).
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Figura 4: Percentual de contaminagdo fungica nas variedades RB855156 (A),
RB92579 (B) e RB867515 (C), sendo que cada linha representa os
explantes de um mesmo palmito e S1, S2, S3 e S4, as avaliagdes de 7, 14,
21 e 28 dias, respectivamente.
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4.2. Pré-tratamento com solucio antioxidante impede a oxidacio
instantinea causada pela excisio do explante

Verificou-se que a inoculagdo do explante ¢ a fase mais critica de
oxidag¢@o, pois prejudica o estabelecimento in vitro do material (BASSAN et
al., 2006). O explante oxidava-se no momento do corte, antes mesmo de ser
inoculado no meio de cultivo (Figura 5A), e os que passaram pelo pré-
tratamento de antioxidante ndo sofreram oxida¢do no momento da

inoculagdo (Figura 5B) mostrando a eficiéncia do método.

Figura 5: Explantes recém inoculados em meio MS com PVP apds a excisdo com
bisturi sem banho (A) e com banho em solugio antioxidante (500 ppm de
PVP) (B).

Os maiores niveis de explantes ndo oxidados ocorrem na primeira
semana em todas as variedades. Ao longo das semanas, os explantes se
oxidavam cada vez mais. Aos 28 dias, as variedades RB855156 ¢ RB867515

ndo possuiam explantes ndo oxidados (Figura 6).
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Figura 6: Nivel de oxidag@o dos explantes das variedades RB855156 (A), RB92579
(B) e RB867515 (C). S1, S2, S3 ¢ S4 representam as avaliagdes de 7, 14,
21 e 28 dias, respectivamente.

Os explantes contaminados foram descartados e classificados como
explante morto. Devido a contaminag@o enddgena da variedade RB867515, a
avaliagdo de oxidacdo foi prejudicada, uma vez que a contaminagio do

explante induz o aumento da oxidagdo (BRONDANI et al., 2003). Logo na
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primeira semana 42% dos explantes estavam contaminados, chegando a 82%
aos 28 dias.

Em diversas espécies, a oxidagdo tem sido relatada como prejudicial
ao desenvolvimento in vifro de materiais vegetais quando se objetiva a
micropropagacido (BASSAN et al., 2006; CAMOLESI et al., 2007; MUDRY
et al., 2013). Outros estudos em cana-de-agucar também apontam grande
perda de material devido a esse problema (MUDRY et al., 2013) o que
prejudica a obtencdo de calos em larga escala.

Houve formacio de calos em 100% dos explantes inoculados para as
trés variedades, desconsiderando os explantes contaminados e com alta
oxidagdo. A eficiéncia da calogénese também ocorreu em outras variedades
de cana (JAHANGIR & NASIR, 2010; VAN DER VYVER et al., 2013;
ALCANTARA et al., 2014). Portanto, a concentragdo de 2,4-D utilizada (3.0
mg.L") foi eficiente para indugdo a calogénese nas variedades estudadas,
necessitando apenas de ajustes relacionados a oxidacdo do material vegetal

ao longo do cultivo.

43. Os diferentes tipos de calos identificados sio
morfologicamente idénticos nas variedades RB855156 e
RB92579

As variedades RB855156 ¢ RB92579 possuem trés tipos de calos
com o mesmo padrio morfologico e de desenvolvimento. No terceiro
subcultivo (aos 84 dias), os diferentes tipos de calos puderam ser
devidamente separados e identificados como: branco nodular compacto
(BN), translucido friavel (TF) e mucilaginoso (M) (Figura 7).

O calo do tipo branco nodular apresenta uma cor esbranquigada,
células pequenas e de aspecto seco; formam nodulos compactos que se
destacam facilmente do explante (Figura 7A). O calo tipo translacido friavel

¢ translicido de cor amarelada e possui aspecto seco; suas células sdo
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relativamente maiores e friaveis entre si (Figura 7B). Ja o calo do tipo
mucilaginoso possui uma massa homogénea de coloragdo acinzentada, de
aparéncia mucilaginosa e aspecto molhado e viscoso (Figura 7C). Outros
autores também obtiveram resultados semelhantes no que se refere a
caracterizagdo morfologica dos calos (MALABAD et al.,, 2011; TAHIR,
VICTOR e ABDULKADIR et al., 2011; DIBAX et al., 2013; SOARES et
al.,, 2014), porém com algumas diferencas em relacdo a coloragdo. A
divergéncia acontece devido a utilizagdo de diferentes variedades, contudo,
todos os trabalhos citam o calo nodular ou fridvel como sendo
embriogénicos e regeneraveis. A maioria desses autores também descrevem
o calo mucilaginoso como ndo-regenerdvel e, por isso, aconselham sua

eliminagdo durante os subcultivos.

Figura 7: Trés tipos de calos identificados: A- calo branco nodular compacto (BN);
B- translucido friavel (TF); C- mucilaginoso (M).

O crescimento em volume do calo mucilaginoso ¢ maior em
comparagdo com os demais calos. Normalmente, o calo mucilaginoso foi
observado na borda do explante, onde o nivel de oxidagdo € maior.
Explantes muito oxidados dificilmente apresentavam calo, mas quando se
faziam presentes, eram do tipo mucilaginoso.

Quanto mais o calo cresce, mais agua, nutrientes e reguladores do
meio de cultura ele consome. O alto crescimento do calo mucilaginoso pode
reduzir a taxa de crescimento dos outros tipos de calo. Sendo assim, ao

diminuir o nivel de oxidag@o, diminui-se também o aparecimento do calo



36

mucilaginoso, e isso aumentaria a disponibilidade de nutrientes para o maior

crescimento dos calos do tipo BN e TF.

4.4. Os explantes retirados da base do palmito oxidam menos e o
acido citrico foi o mais eficiente na funcio antioxidante

Ao longo do cultivo in vitro, a oxidagdo do explante ainda causou
perda de material em todas as variedades. Verificou-se ainda que houve
diferenga entre a oxidacio dos explantes retirados da parte basal e apical do
palmito.

A oxidagdo aumenta conforme o explante se distancia da base do
palmito (Figura 8). De acordo com Freitas et al. (2009), explantes jovens
oxidam menos. Outro estudo com cana-de-agucar mostrou que quanto maior
a distancia do meristema apical, menor a porcentagem de formagéo de calos
embriogénicos nos explantes (HO & VASIL, 1983). Essa perda da
capacidade de formacgdo de calo embriogénico pode estar relacionada com o
aumento da oxidagdo e com a diminui¢do da capacidade de desdiferenciacdo
das células (NAGATA et al., 1994). Tecidos mais jovens também possuem
uma elevada producdo de auxina que, quando em altas concentragdes,
induzem a formagio de calos (WERNER et al., 2009). Esses resultados
mostram que se deve utilizar, preferencialmente, os explantes mais préximos

do meristema apical.
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Figura 8: Médias da analise de variancia referente a oxidac@o ocorrida ao longo do
palmito (do explante 1 ao 30, sendo 1 o mais basal e o 30, o mais apical)
da variedade RB92579.

Além dos compostos fenolicos causarem o escurecimento do
material vegetal pela presenca de substancias como as quinonas (MISHRA
et al., 2004), eles inibem o crescimento do explante (MELO et al., 2001) e
estimulam a formagdo de calos nfo regeneraveis, conforme verificado nos
experimentos. Alguns estudos relatam que fatores como a utilizacdo de meio
liquido, as condi¢des de crescimento no escuro, a remocdo das partes
oxidadas do explante e a troca frequente do meio de cultivo podem diminuir
do grau oxidativo do explante (MISHRA et al., 2004). Para estudos futuros,
sugere-se a tentativa de crescimento do calo em meio liquido como
suspensdo celular para diminuir a oxida¢cdo e aumentar o crescimento do
mesmo.

O teste com antioxidantes mostrou que os tratamentos com acido
citrico apresentaram os menores indices de oxidagdo, sendo a concentragio
de 7,5 mg L' a melhor delas. O controle apresentou a maior oxidagdo em

todo periodo de avaliagdo (Figura 9).
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Figura 9: Indice de oxidagdo em fungdo do uso de diferentes antioxidantes nos
explantes da variedade RB92579: PVP (A), acido ascorbico (B) e acido
citrico (C) e suas respectivas concentragdes representadas pelas linhas
(em mg L’l). CO corresponde ao controle em A, B e C. S1, S2, S3, S4, S5
e S6 representam as avaliagdes de 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias,
respectivamente.
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O padrido de oxidacdo encontrado para cada antioxidante pode ser
explicado pelo modo de agdo de cada um deles. O PVP foi o antioxidante
que apresentou os maiores niveis de oxidag¢@o, quando comparados ao
controle. Ele atua complexando-se ao substrato oxidado (polifendis) e
tornando-o inativo (BORNEMAN, GTKMEN e NIJHUIS, 1997). Assim
sendo, a oxidagdo ndo ocorrera se houver PVP suficiente para inativar o
substrato. Uma vez que ela ocorre, a tendéncia € de um aumento constante
pelo esgotamento do PVP, conforme mostra a figura 9A.

O 4cido ascérbico atua no centro de reagdo da polifenoloxidase,
impedindo a oxidagdo dos polifendis. Essa reacdo também depende das
propor¢des de enzima ativa e substrato disponivel (HE & LUO, 2007).
Portanto, quando a quantidade de acido ascorbico disponivel para inativagdo
da enzima ndo ¢ suficiente, o nivel de oxidacdo aumenta (Figura 9B).

O 4cido citrico possui uma atuagdo prolongada, uma vez que ele
regula a oxidag@o por meio da diminui¢do do pH e a inativagdo das enzimas
oxidantes (HE & LUO, 2007). Esse fato pode ser confirmado pela figura 9C,
na qual os niveis de oxidacdo ndo apresentam uma tendéncia de aumento,
variando seus indices de 0.32 a 0.57. As concentragdes utilizadas
apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,0001), as quais
interessantemente apontaram a concentragdo de 7.5 mg.L’1 como a mais

eficiente.

4.5. Teste de Regeneracio mostra que o potencial regenerativo dos
calos diminui bruscamente ao longo dos subcultivos

Até o final do primeiro subcultivo (56 dias) ndo havia
diferenciacdo morfologica suficiente para a separagdo dos diferentes tipos de
calos. Aos 84 dias apds a inoculagdo (final do R2), todos os eventos de
regeneragdo dos calos tipo BN apresentaram brotos (Figura 10 e 11A). Nos

calos do tipo TF a regeneracdo também foi alta (90% dos eventos com
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brotos) (Figura 11B). Aos 112 dias, tanto os calos BN quanto TF tiveram
uma queda brusca na taxa de regeneracdo (35% e 30% de eventos
regenerados, respectivamente). Aos 140 dias, nenhum dos eventos de

regeneragdo apresentou brotos.
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Figura 10: Porcentagem de eventos regenerados dos calos branco nodular (BN),
translucido friavel (TF) e mucilaginoso (M) em diferentes subcultivos
(R2: 84 dias; R3: 112 dias e R4: 140 dias).

Figura 11: Aspectos visuais dos calos tipo branco nodular (A), translicido friavel
(B) e mucilaginoso (C), apos 15 dias de exposi¢do a luz em meio de
regeneragdo (R2).
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Em nenhum dos subcultivos os calos dos tipos M formaram algum
tipo de brotagdo ou esverdeamento, demonstrando que ndo possui potencial
regenerativo (Figura 11C). Resultados semelhantes foram descritos por
outros autores para calos ndo embriogénicos (BASNAYAKE, MOYLE,
BIRCH, 2011; MUDRY et al., 2013; ALCANTARA et al., 2014). Diversos
estudos buscaram encontrar uma concentra¢do ideal de um regulador de
crescimento para melhor regenerar os calos em cana (RAZA et al., 2012;
NAWAZ et al., 2013; DIBAX et al., 2013), porém os resultados obtidos
mostram que a idade do calo ¢ fator primordial para o sucesso da
regeneragdo dos mesmos.

A capacidade de regeneracdo dos calos € muitas vezes associada a
embriogénese somatica. Muitos autores afirmam obter calos embriogénicos
devido ao seu potencial de regeneragdo (BASNAYAKE, MOYLE, BIRCH,
2011; RAZA et al., 2012; NAWAZ et al., 2013), porém ndo apresentam
nenhuma prova da real existéncia de embrides somaticos. Os calos obtidos
no presente estudo comprovam que € possivel a obtencdo de uma plantula
completa sem a necessidade de utilizar reguladores de crescimento a partir
de calos organogénicos. Embora os resultados sejam consistentes, ainda
existem poucos estudos sobre os aspectos estruturais ligados a morfologia e
a histologia do calo embriogénico. Isso se deve a preferéncia dos autores por
dados quantitativos na tentativa de estabelecer protocolos comerciais. As
alteracdes histologicas ligadas as atividades das células regeneraveis sao
requisitos basicos no estudo de embriogénese somatica (MACIEL et al.,
2010).

A perda de capacidade de regeneracdo dos calos pode estar
associada a diferentes fatores. A variagdo somaclonal € um fato recorrente na
cultura de células (LEE & PHILLIPS, 1988), e os calos mantidos em
subcultivo por periodo prolongado estdo mais susceptiveis a tais alteragdes.
Longos periodos de cultivo em altas concentragdes de 2,4-D (3 mg L™)
também podem diminuir a capacidade regenerativa dos calos (OROPEZA &

GARCIA, 1996).
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Durante o experimento, parte dos calos foram subcultivados em
placas com meio de calogénese armazenadas no escuro durante 30 dias a
partir do seu preparo a fim de verificar sua viabilidade. Interessantemente,
apdés 28 dias, os calos estavam completamente ressecados e mortos. De
acordo com Amarante Junior et al. (2002), a meia-vida do 2,4-D em meio
aquoso ¢ de duas a quatro semanas e ¢ facilmente degradado em 4agua e em
exposi¢do a luz. O 2,4-diclorofenol resultante dessa degradagdo pode ser
toxico para algumas plantas (AMARANTE JUNIOR et al.,, 2002). No
cultivo in vitro, tal toxicidade pode ser responsavel pela perda da capacidade
regenerativa.

Os resultados que envolvem a regeneragdo mostram a importancia
de se verificar os tempos ideais de subcultivo. Devem-se selecionar os
materiais regeneraveis e possibilitar a eles uma maior quantidade de
nutrientes no meio de cultivo, além de condigdes ideais de temperatura e
fotoperiodo. Os calos do tipo BN e TF sfo potencialmente transformaveis

devido ao elevado potencial regenerativo.

4.6. Existem diferencas estruturais entre os trés tipos de calos e os
brotos regenerados possuem origem organogénica

Os calos BN, TF ¢ M possuem diferengas no que se refere a
organizacdo dos tecidos; tipo de tecido e de células; nutri¢ao do calo; adeséo

ao explante; e ontogénese (Figura 12).
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Figura 12: Diferengas estruturais entre os calos BN, TF e M (A, B ¢ C,
respectivamente) da variedade RB92579, em relagdo a: conexdo com

explante (D, E e F), protoderme (G, H e I), procimbio e apice

calogénico (J, K e L). Legenda: xI= xilema do explante; cc= células de

conexdo; ep= epiderme do explante; ce= conexdo com explante; pd=

protoderme; pc= procambio; cd= células dispersas. Escala: barra A, B ¢
C=150 um; D,E,F,H,1LJ, Ke L =100 pm; G= 50 um.

O calo tipo BN ¢ globular com uma base em formato de gargalo que
faz conexdo diretamente com o xilema do explante (Figura 12D). Essa
conexdo ¢ feita por células alongadas que possuem fun¢do de transferéncia.
Isso sugere que o calo BN tenha uma nutri¢do mais eficiente devido a maior
possibilidade de absorcdo de nutrientes do meio (APPEZZATO-DA-
GLORIA & HAYASHI, 2004). As margens do calo BN sdo definidas por
uma protoderme bem organizada, composta de células tabulares (Figura

12G). Na parte central do calo, existem células meristematicas com nucleo
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grande em relacdo ao citoplasma, indicando potencial de divisdo celular
(Figura 12J). A regido do procdmbio encontra-se acima da regido
meristematica e suas c€lulas também possuem nucleo grande em relagéo ao
citoplasma. E uma regidio mais escura, com um aglomerado celular, que
indica alta taxa de divisdo celular. Acima do procambio também existe uma
protoderme delimitando o dpice do calo BN, diferentemente do encontrado
nos outros tipos de calos (Figura 12J).

O calo do tipo TF também possui um formato globular, porém, com
uma protoderme pouco organizada (Figura 12B e H). A conexao do calo ¢
feita diretamente na epiderme do explante e suas células também s&o
alongadas, porém mais curtas que em BN (Figura 12E). As células
localizadas na parte central do calo possuem um nticleo menor em relagio ao
citoplasma, sendo seu potencial meristematico menor do que as equivalentes
em BN. A regido do procambio esta localizada no apice do calo e existe uma
menor aglomeragdo celular em relagio ao procdmbio de BN. Nao ha
protoderme na parte apical do calo TF (Figura 12K).

O calo do tipo M possui estrutura ovalada com unidades muito
proximas umas das outras, o que define o aspecto ndo friavel desse calo
(Figura 12C). Essa proximidade e a falta de protoderme nas estruturas faz
com que elas ndo tenham delimitagéo definida (Figura 12I). Sua base possui
ligagdo direta com a epiderme do explante, porém ndo existem células
alongadas (Figura 12F). A parte central do calo possui células ovaladas com
citoplasma grande e nticleo pequeno e pouco evidente, colocando em duvida
suas caracteristicas meristematicas (EVERT, 2006). E possivel visualizar
uma regido de procambio com grande quantidade de células com ntcleo
grande e bastante evidente. No entanto, as células do apice se dividem e dao
origem as células cilindricas alongadas que se soltam do calo ¢ formam uma
massa mucilaginosa (Figura 12L).

Comparando os resultados obtidos, verifica-se que existe uma
relagdo entre a estrutura histoldgica e a regeneragdo dos calos. A

complexidade de organizacdo tecidual dos calos estd diretamente ligada ao
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seu potencial regenerativo: quanto maior seu nivel de organizacdo e
estruturagdo, maior seu potencial regenerativo.

Em calos de Pimpinella brachycarpa também foram identificadas as
diferencas anatomicas e morfologicas entre os tipos de calos. Nos calos nio
regeneraveis as células sdo cilindricas, alongadas e sem conexdo entre elas,
ao passo que nos calos regeneraveis, estruturas nodulares, com um formato
ovalado (NA et al., 2007). Ho & Vasil (1983) e Rodriguez et al. (1995)
também identificaram esse padréo nos calos de outras variedades de cana-
de-agucar.

Existem poucos trabalhos publicados que relacionam a organogénese
e/ou embriogénese somatica a histologia dos calos em cana-de-agucar (HO
& VASIL, 1983; DIBAX et al., 2013; SOARES et al., 2014; ALCANTARA
et al., 2014). Na maioria dos casos, a obteng@o de calos embriogénicos e
embrides somaticos é reportada com protocolos que utilizam a mesma
concentragdo de 2,4-D (JAHANGIR & NASIR, 2010; VAN DER VYVER
et al., 2013; SOARES et al., 2014). Entretanto, tais afirmagdes sdo feitas de
forma subjetiva, ou seja, sem a comprovagdo da origem embriogénica do
material regenerado. Embora em muitos casos seja possivel diferenciar calos
embriogénicos ¢ ndo-embriogénicos, somente por caracteristicas fisicas e
visuais, esse fato por si s6 ndo fornece informagdes completas sobre o
aparecimento de embrides (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). A
regeneracdo de um calo em uma planta completa (parte aérea e raiz) ndo
comprova a presenca de embrides, uma vez que a formagido desses Orgdos
pode ser induzida pela adi¢do de reguladores de crescimento ou pelo nivel
enddgeno de fitorménios do explante (GOPITHA, BHAVANI e
SENTHILMANICKAM, 2010).

Existem estagios de desenvolvimento caracteristicos que antecedem
a formagdo de um embrido como: globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar (EVERT, 2006; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Segundo
Zimmerman (1993), os estidgios de desenvolvimento da embriogénese

somatica, similares aos da embriogé€nese zigdtica, sdo considerados padrio
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para o cultivo in vitro. No presente estudo ndo foi visualizado nenhum
vestigio de estruturas pré-embriogénicas como fase globular escutelar e
cotileoptilar, tipicamente encontrados em monocotiledoneas (QUIROZ-
FIGUEROA et al., 20006).

Conforme descrito por Eichemberg e Scatena (2013), um embrido
zigdtico de Paspalum L. (Poaceae) possui coledptilo, coleoriza, mesocdtilo,
plumula, escutelo e radicula. Embrides somaticos de cana devem manter o
mesmo padrdo estrutural encontrado em sementes de cana ou outra Poaceae,
pois sdo estruturas muito conservadas nas espécies pertencentes a familia
(GPWG, 2001). O escutelo e a coifa podem ser menos desenvolvidos, pois
suas fungdes de absor¢do e protecdo, respectivamente, sdo pouco necessarias
nas condig¢des de cultivo in vitro.

Os brotos regenerados a partir dos calos de cana-agucar, variedade
RB92579, possuem origem organogénica, a qual é comprovada através de
analises histoldgicas ao longo de seu desenvolvimento (Figura 13). Pode-se
visualizar a formacdo de regides meristematicas nos calos regeneraveis antes
mesmo de submeté-los as condi¢des de regeneragio (Figura 13A). O ponto
meristematico estd completamente envolto por massa calogénica e
claramente ligado a ela, ndo deixando duvidas quanto a origem. O xilema
que aparece na figura 13A € outro indicio de que o calo estd nutrindo esse
ponto meristematico, uma vez que ele ndo possui sistema radicular. Em um
maior aumento (Figura 13C), nota-se a presenca da tinica (duas camadas de
células com divisdes anticlinais) ¢ do corpo (abaixo da tunica, com trés
camadas de células com divisdes periclinais), caracteristicos de meristemas

apicais (EVERT, 2006).
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Figura 13: Organogénese com desenvolvimento de broto em calos da variedade
RB92579. Legenda: xI= xilema; pm= ponto meristematico; mc= massa
calogénica; pd= protoderme; tn= células da tincia; co= células do
corpo; mf= meristema fundamental; pf= primdrdio foliar. Escala: barra
A,D e E=100 pm; B= 150 um; C e F =50 pm.

Os brotos apresentaram primordios foliares com protoderme e
meristema fundamental apos sete dias de exposigdo a luz (Figura 13D). Com
o desenvolvimento do broto, houve o aparecimento de outros primoérdios

foliares dispostos alternadamente, como esperado para a espécie (Figura
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13E). Na mesma figura, podemos visualizar a presenga de meristema
fundamental e células xilematicas da massa calogénica, as quais nutrem o
crescimento desse broto através de células do procambio. Em nenhum dos
cortes foi visualizado qualquer célula ou tecido do sistema radicular ligado
ao polo oposto do meristema apical.

Houve um intenso enraizamento dos brotos regenerados apods
algumas semanas em meio de regeneracdo, sem a adicdo de qualquer

substancia ou regulador de crescimento ao meio de cultivo (Figura 14B).

Figura 14: Plantulas da variedade RB92579 apds 90 dias em meio de regeneracio

(A), e com formacdo de raizes (B).

As raizes adventicias em monocotiledoneas geralmente possuem
origem endogena, sendo formadas diretamente da parte aérea, caule ou do
mesocotilo em gramineas (SOUZA & PEREIRA, 2007). Como foram
visualizadas somente apos o desenvolvimento completo dos brotos, fica
evidente que as raizes ndo foram formadas a partir do desenvolvimento do

polo radicular embrionario.
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5. CONCLUSOES

A calogénese das variedades RB855156 ¢ RB92579 foi induzida
com eficiéncia utilizando meio MS suplementado com 3,0 mg.L™" de 2,4-D.

O excesso de oxidacdo prejudica a formagdo de calos regeneraveis
de cana-de-acucar. A utilizacdo de antioxidante somente no meio de cultivo
ndo foi suficiente para evitar a oxidagdo. O uso da solugio de acido citrico a
7,5 mgL' como pré-tratamento dos explantes foi essencial para a
minimiza¢do do problema.

Os calos do tipo branco nodular (BN) e translicido friavel (TF)
possuem alto potencial regenerativo e por isso sdo potencialmente
transformaveis. O calo do tipo mucilaginoso (M) néo se regenera.

Existem diferengas estruturais entre os calos BN, TF e M, sendo o
calo BN o mais complexo em relagdo a organizacdo dos tecidos e tipos de
células.

Os brotos dos calos do tipo BN e TF da variedade RB92579 séo de
origem organogénica, comprovada por andlises histoldgicas.
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