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1. INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acUcar foi uma das primeiras culturas industriais a ser micropropagada
em escala comercial (World Sugar Statistics, 2005). Os primeiros trabalhos de cultivo in
vitro com cana-de-agUcar datam da década de sessenta do século passado, com registros
de regeneragdo de plantas a partir de calos (Nickell, 1964; Barba & Nickell, 1969; Heinz
& Mee, 1969). A micropropagacdo massiva é atualmente usada para a multiplicacdo de
novas variedades em muitos paises produtores de cana-de-aglcar. A partir do langamento
de novas variedades, a disponibilizacdo em larga escala do material melhorado é uma

etapa crucial para a implantacdo de cultivos com os genotipos elite.

O uso de mudas com alto padrdo de qualidade pode contribuir para expressivos
ganhos da produtividade agricola que sdo essenciais para manter o Brasil como maior
produtor e exportador de agucar e &lcool (etanol) oriundos da cana-de-agucar. A
propagacdo vegetativa in vitro reline as vantagens da producgdo de mudas de cana-de-
acUcar de alto padréo fitossanitario e em reduzido espaco de tempo (Hendre,1983; Torres
et al., 1998; Pereira & Fortes 2003; Aamir Ali et al., 2008).

A inducdo e o desenvolvimento do sistema radicular durante o cultivo in vitro € um
dos obstadculos no estabelecimento de um protocolo de micropropagagdo. O
desenvolvimento do sistema radicular a partir da formacdo de raizes adventicias em
plantas propagadas vegetativamente sob condigéo in vitro ou in vivo é um processo de
grande complexidade que envolve fatores enddgenos e exdgenos que ainda ndo estdo
completamente elucidados (Souza & Pereira, 2007). Ao longo do enraizamento
adventicio (inducéo, iniciagdo e alongamento) a concentragdo de auxina enddgena sofre
oscilac@es, reflexo da atividade enzimatica, sendo necessaria suplementacdo com auxinas
sintéticas. O alto nivel de auxinas endégenas pode ser necessario para a iniciagdo de
raizes adventicias primordiais. Existe uma relagdo intrinseca entre os niveis de auxina

enddgena e a habilidade para iniciar raizes (Gaspar & Hofinger, 1988).

Além das auxinas, outras substancias também foram avaliadas e apontadas como
importantes para o enraizamento, como alguns compostos fendlicos, dentre os quais se
destacam o é&cido cafeico e o floroglucinol (Deklerk et al., 1999; Gur et al., 1988;
McCown, 1988; Grattapaglia & Machado, 1998; Lima, 1998; Assis &Teixeira, 1998;
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Aloufa, 2003). O acumulo desses fendlicos, entretanto, pode inibir o processo de
enraizamento (Trobeck et al.,2005) e favorecer a ocorréncia de estresse oxidativo pelo
acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS - O,; H,0,; OH’; HO,") as quais podem
acarretar danos celulares, embora em baixas concentracbes, algumas atuem como
moléculas sinalizadoras em processos de crescimento e desenvolvimento celular (Del Rio
et al.,2006). As plantas dispdem de um complexo sistema antioxidativo constituido por
enzimas e metabolitos antioxidantes capazes de prevenir o excesso de ROS e o estresse
oxidativo (Saher, et al., 2004; Dewir et al, 2006).

O estabelecimento de estresse oxidativo in vitro é decorrente das condi¢Bes de
cultivo que envolvem aspectos do ambiente fisico, quimico e gasoso dos recipientes
(Kozai et al., 1997). Postula-se que problemas como perda da capacidade morfogénica,
podem ser decorrentes de, ou estar relacionado a danos causados por estresse oxidativo
imposto ao tecido vegetal durante o cultivo in vitro (Cassells & Cury, 2001). De acordo
com Bray et al. (2000), o fracasso em compensar um estresse severo pode resultar em

perda total da totipoténcia organogénica e, finalmente, morte da planta ou da célula.

A capacidade de manter o nivel adequado das ROS em resposta a indutores de
enraizamento exdgenos pode ser um importante diferencial na obtencdo de mudas bem
formadas e em melhores condigdes para aclimatizagdo. A manutengdo da capacidade
propagativa e do crescimento da parte aérea deve ser assegurada durante o processo de
enraizamento in vitro. Dessa forma, no estabelecimento de protocolos de enraizamento in
vitro, as variaveis de crescimento associadas a indicadores de estresse e de defesa

antioxidativa podem ser utilizadas no processo de avaliacéo e ajuste metodolégico.

Algumas variedades de cana-de-aglcar sdo recalcitrantes a inducdo do
enraizamento in vitro, como a RB92579, atualmente a mais cultivada no Nordeste,
ocupando 30% da &rea plantada (Almeida et al., 2008). Assim sendo, estudou-se a a¢do
de auxinas e compostos fenolicos sobre o enraizamento in vitro dessa variedade e da
variedade RB872552, boa formadora de raizes. Avaliou-se também o efeito do nimero de

subcultivos sobre a capacidade rizogénica desses genotipos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS, SOCIOECONOMICOS E BOTANICOS DA
CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agUcar foi introduzida no Brasil no século XVII com o objetivo de
quebrar o monopdélio mundial exercido pela Franga no comércio com o agucar produzido
nas Ilhas do Caribe. Atualmente a cana-de-aglcar ocupa uma area de mais de quatro
milhdes de hectares no panorama brasileiro e o Brasil consolidou-se como o maior
produtor e exportador do mundo. Hoje, o Brasil foi o primeiro pais do mundo a
implantar, em grande escala, um combustivel renovavel alternativo ao petréleo (UNICA,
2008). Na regido Nordeste, o estado de Alagoas responde pela producéo majoritéria (17
milhdes de toneladas de cana-de-aglcar) e Pernambuco, com 9 milhdes de toneladas, € o
segundo colocado (FAO, 2009).

O aumento na produtividade no Nordeste vem sendo assegurado pela incorporagéo
de novas variedades obtidas por meio do Programa de Melhoramento Genético da Cana-
de-Acucar, o PGMCA, desenvolvido pela Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro — RIDESA. Na primeira década deste século
quatro novas variedades vém se destacando no Nordeste, todas oriundas da Ridesa: a
alagoana RB 92579, a mineira RB 867515 e as pernambucanas RB 863129 e RB 872552.
Em Pernambuco, essas canas mais produtivas ja ocupam mais de 60% da &rea plantada, e
em Alagoas, 40%. A variedade RB 92579 é uma das 20 mais plantadas na Regido Centro-
Sul e, no Nordeste, responde por 30% da area plantada (PMGCA, 2008). A principal
caracteristica dessas novas variedades estd relacionada a maior tolerdncia a seca, um
problema caracteristico da regido Nordeste. Essa modalidade tem mostrado ser capaz de
elevar a produtividade por hectare em 20% na regido, além de gerar uma cana com um
teor de agucar 30% maior. A RB 92579, tem se destacado, com produtividade até 30%
maior (CPTEC/INPE, 2008).

A cana-de-agUcar é uma graminea perene do reino Plantae, divisdo Magnoliophyta,
classe Liliopsida, ordem Poales, familia Poaceae, género Saccharum e espécie
Saccharum officinarum L. As raizes sdo fasciculadas e podem atingir até 4 m de
profundidade, embora cerca de 80% das raizes concentrem-se nos 20 cm superficiais do
solo. As folhas séo simples, alternadas e formadas por lamina e bainha, ambas ligadas por

uma porcdo internamente membranosa denominada ligula. A bainha, em geral, apresenta
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na borda a auricula e possui pélos. O caule é um colmo e as flores se arranjam em
inflorescéncia denominada panicula. A cana-de-agucar é considerada uma das plantas
com maior eficiéncia fotossintética e constitui-se numa cultura de alto rendimento de

matéria verde, energia e fibras (Sampaio et al., 1995).
2.2 MICROPROPAGACAO DA CANA-DE-ACUCAR

A multiplicacéo desta espécie é feita por meio de estacas e algumas variedades néo
produzem sementes férteis. A adogdo de técnicas de propagagdo in vitro
(micropropagacédo) € uma alternativa que possibilita a obtencdo de mudas de variedades
selecionadas, com alta qualidade fitossanitaria em curto periodo de tempo (Hendre,1983;
Smith & Drew, 1990; Torres et al., 1998; Pereira & Fortes, 2003; Aamir-Ali et al., 2008).
A micropropagagdo massiva é atualmente usada para a multiplicacdo de novas variedades
em muitos paises produtores de cana de aglcar (Lakshmanan, 2006). Micropropagagéo é
0 termo proposto por Hartmann & Kester (1968), para a multiplicagdo clonal in vitro,

devido ao tamanho dos propégulos utilizados.

A cana-de-agUcar foi uma das primeiras culturas industriais a ser micropropagada
em escala comercial (World Sugar Statistics, 2005). Os primeiros trabalhos de cultivo in
vitro com cana-de-agUcar registaram a regeneracdo de plantas a partir de calos (Nickell,
1964; Barba & Nickell, 1969; Heinz & Mee, 1969). Por meio das técnicas de
micropropagac¢do, dez mil mudas de cana-de-agicar podem ser produzidas em um ano, a
partir de uma Unica planta (Lee, 1987). Sistemas automatizados de imerséo temporéria
surgiram na decada de noventa e ampliaram a capacidade de producdo de plantas
micropropagadas (Lorenzo et al., 1998, 2001; Lakshmanan, 2006). Lal et al (1996)
demonstraram que a micropropagagdo tem um potencial de produgéo in vitro de 75.600
brotos de cana-de-agUcar a partir de um unico explante de gema apical no periodo de 5,5
meses. Um relevante aumento na producdo de mudas foi constatado por Anita et al
(2000), ao obter mais de 1,5 milhdo de plantas a partir de um simples broto apical em seis
meses. Observa-se, portanto, que 0s sistemas in vitro para micropropagagéo desta cultura

estdo em constante aprimoramento (Bered et al., 1998; Aamir Ali et al., 2008).
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2.2.1 ETAPAS DA MICROPROPAGACAO

A micropropagacao pode ser dividida em cinco etapas: | —selecdo e tratamento
fitossanitario da planta matriz com o intuito de minimizar possiveis contaminagdes na
etapa seguinte; Il — estabelecimento do cultivo inicial ou priméario, abrangendo a sele¢éo,
desinfestacdo e inoculacdo de explantes em meio nutritivo sob condigdes assépticas (Erig
& Shulg, 2003); 1l — multiplicacéo dos propagulos mediante sucessivas subculturas; IV —
enraizamento, que pode ser subdividida em indugéo, iniciacdo e alongamento do sistema
radicular; V — aclimatizagdo, que consiste na transferéncia das plantas estabelecidas in
vitro para o ambiente externo (ex vitro) (Krikorian, 1991; Bandeira et al., 2007). As duas
primeiras subdivisdes da etapa de enraizamento (indugdo e iniciagdo) respondem ou
dependem de auxina, sendo o crescimento radicular inibido pela presenga desse
fitormdnio (Torres et al., 1998). A fase de aclimatizacdo é considerada critica, uma vez
que essa mudanga ambiental implica em estresses fisiologicos que podem resultar em
grandes perdas do material micropropagado (Locatelli & Lovato, 2002). A qualidade do
sistema radicular € de suma importancia para a sobrevivéncia e desenvolvimento das

plantas na etapa ex vitro do cultivo.
2.2.2 REGULADORES E CICLOS DE MULTIPLICACAO

Durante os diferentes estagios da micropropagacéo, os explantes sdo cultivados em
meio nutritivo com diferentes formulagfes de macro e micronutrientes, carboidratos,
vitaminas, reguladores de crescimento, entre outros. Essa diversificacdo de formulagdes e
diluicbes do meio de cultivo tem o objtivo de atender ndo s as exigéncias genotipicas,
mas também as necessidades metabélicas dos explantes nas diferentes fases de cultivo
(Kozay et al., 1997; Pereira & Fortes, 2003). A resposta morfogénica in vitro é variavel,
ndo apenas entre espécies do mesmo género, mas também entre genotipos da mesma

espécie (Torres et al.,1998).

As auxinas (&cido indol-3-acético, acido indol-3-butirico, acido naftalenoacético,
acido 2,4-diclorofenoxiacético, dentre outras) e as citocininas (Benzilaminopurina,
cinetina, zeatina dentre outras) sdo as classes de reguladores de crescimento mais
utilizadas na cultura de tecidos. A formacédo de calo, parte aérea e raizes sdo reguladas
pela disponibilidade e interagdo dessas duas classes de reguladores de crescimento
(Skoog & Miller, 1957).
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As auxinas constituem a classe de hormdnios vegetais mais conhecida. O termo €
derivado da palavra grega “auxein” (aumentar ou crescer) e é utilizado para descrever
compostos naturais e sintéticos que apresentam atividade similar ao 4cido indol-3-acético
(AlA). As auxinas possuem como caracteristica principal a capacidade de induzir

alongamento celular (Lemus et al., 2005).

O AIA ¢ sintetizado a partir do amino&cido triptofano em rotas trp dependentes
(rota do &cido indol-piravico, rota do indol-3-acetaldeido e rota da triptamina). As plantas
podem obter AIA também pela B oxidacdo do &cido 3-indolbutirico (AIB) ou por
hidrdlise de conjugados nos quais o AIA pode eventualmente estar ligado como
aminodcidos, aglcares ou peptideos (Woodward & Bartel, 2005). De um modo geral, a
auxina natural mais abundante é o AlA, entretanto, dependendo da espécie, da idade da
planta e das condi¢des sob as quais a planta se desenvolve, outras auxinas naturais podem
ser encontradas: &cido 4-cloroindol-3-acético (4-cloroAlA) e &cido fenilacético. Dentre as
auxinas sintéticas encontram-se 0 4&cido naftalenoacético (ANA), acido 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), dentre outras
(Kerbauy, 2004).

Apos a fase de estabelecimento in vitro tem inicio a indugdo de morfogénese, via
organogénese ou embriogénese somatica, e a multiplicacdo do propéagulo obtido, a qual é
viabilizada a partir de modificagbes no balango auxina/citocinina no meio de cultura,
como também pelos componentes organicos e inorganicos. Em geral, sob condi¢des
ideais, os explantes regeneram plantas por varios ciclos de multiplicacdo, porém, em
muitas espécies ha uma reducdo na morfogénese ao longo dos subcultivos (Hussey, 1986;
Mantel et al., 1994). A determinacéo da duragdo da cultura, do nimero e do intervalo de
subcultivos sdo aspectos essenciais para evitar a regeneragdo de plantas com alteragdes
genéticas e/ou epigenéticas (Klerk, 1990). As auxinas e/ou citocininas podem interagir
também com outros reguladores e com diversas substancias promotoras de crescimento
ativo como tirosina (Skoog & Miller, 1957), fendis (Lee & Skoog, 1965), acido ascorbico
(Patel & Thorpe, 1988) e até Na,SO4 (Pua & Ragolsky, 1985) e promover ou inibir a
morfogénese podendo acarretar em perda da capacidade organogénica (Patel & Thorpe,
1988).

Os fitormdnios sdo responsaveis pela atividade integrada das enzimas que, por sua

vez, expressam a atividade programada dos genes no tempo e no espago (Termignoni,
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2005). Essa sincronia, porém, s se expressa mediante adequados ajustes na concentragao
dos fitorreguladores, que séo regidos pela etapa da micropropagacao a qual a cultura esta
sendo submetida, gerando resultados favoraveis nas fases posteriores (enraizamento e
aclimatizacdo). O enraizamento caracteriza-se pela formacdo de raizes adventicias nas
partes aéreas provenientes da multiplicacdo, sendo a qualidade destas um fator

determinante para o sucesso do enraizamento (Grattapaglia & Machado, 1998).
2.2.3 ENRAIZAMENTO IN VITRO

A rizogénese pode ser dividida em inducdo, iniciacdo e alongamento das raizes. As
duas primeiras etapas respondem ou dependem de auxina, enquanto que o alongamento é
inibido na presenca desta. Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a melhor
concentragdo de auxina é a minima necessaria para proporcionar uma iniciagdo radicular
satisfatoria, e que possibilite 0 maior crescimento e desenvolvimento das raizes sem
formacdo de calo. As auxinas mais utilizadas séo o AIB, o ANA e o AlA. Outras, como 0
2,4-D, estimulam a formacdo de calo, ndo sendo comumente aplicadas na etapa de

enraizamento.

Os estudos sobre enraizamento adventicio tiveram grande avango a partir de 1928,
com a identificacdo do primeiro fitorménio de ocorréncia natural, uma auxina: acido 3-
indolacético (AlA) (Figura 1). Posteriormente, em 1935, auxinas sintéticas analogas ao
AlA, como os &cidos indolbutirico (AIB) (Figura 2) e naftaleno-acético (ANA) (Figura 3)
foram preconizados como fitorreguladores de enraizamento (Davis et al., 1988; Hartmann
et al., 1990).

Anbalagan et al. (2000) e Nadgauda (2002) afirmam que pode-se obter um
adequado enraizamento in vitro de cana-de-agcar utilizando ANA (5mg.L™) ou a
combinagdo ANA+AIB. Resultados semelhantes com essa combinacgdo foram registrados
por Pruski et al. (2005) trabalhando com micropropagagéo de Prunus. Os registros de
Zanol et al. (1998) apontam que a concentragdo de 3,0 uM de AIB, bem como a
manutencdo dos explantes em escuro aumentam significativamente o enraizamento da
cana-de-agUcar, uma vez que a luz geralmente tem um efeito negativo sobre a formacéo

de raizes (Hartmann et al., 1990).
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Figura 1. Estrutura quimica de auxinas: AIA = acido 3-indolacético; AIB = acido 3-indolbutirico;
ANA = 4cido naftalenoacético.

As formulagdes bésicas do meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)
acrescido de 5mg.L™ de ANA e 50g.L™ de sacarose; ou este mesmo meio com metade da
forca ionica (*/,MS) acrescido de 5mg.L™ de ANA e 60g.L™ de sacarose possibilitaram
melhor enraizamento, de acordo com os resultados de Cheema et al. (1995) e Singh et al.
(2001), respectivamente. Aamir Ali et al. (2008), entretanto, ndo observaram efeito
benéfico da redugdo de sais do meio de cultivo, obtendo melhor enraizamento das
variedades CP 77400 e BL-4 de cana-de-aclicar em meio MS suplementado com 1,0
mg.L"* de ANA e 2,0 mg.L™ de AIB. Uma alternancia de meios mais concentrados na
fase de inducéo e iniciacéo, e mais diluidos para o alongamento das raizes é uma pratica
comum no cultivo in vitro (Gupta et al., 1983; Drew, 1988) embora as variagdes sejam

inimeras conforme a espécie.
2.2.4 AUXINAS E COMPOSTOS FENOLICOS

As auxinas podem ser utilizadas combinadas ou isoladas, com a concentragéo
variando de acordo com a espécie e 0 genotipo. As auxinas podem também atuar em
combinacdo com cofatores fendlicos, como por exemplo, o &cido cafeico e o

floroglucinol (Figuras 3 e 4) (Souza & Pereira, 2007).
HO
OH

HO
B

Figura 2. Estrutura quimica dos compostos fenélicos (A) Acido cafeico (B) Floroglucinol.
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Os compostos fenolicos tém sido avaliados e mencionados como promotores do
enraizamento adventicio atuando como um conjugado auxina-fenol (Deklerk et al., 1999;
Gur et al., 1988; McCown, 1988; Grattapaglia & Machado, 1998; Lima, 1998; Assis &
Teixeira, 1998). A acdo desses compostos fendlicos pode ocorrer mediante estimulo a
sintese de auxinas, aumentando sua liberacdo, como também na protecdo das auxinas
enddgenas servindo como substrato alternativo para a enzima AlA-oxidase (Souza &
Pereira, 2007).

A concentragdo adequada desses indutores de enraizamento, entretanto, é um dos
quesitos a ser considerado uma vez pode fazer com que atuem de forma sincronica
promovendo o enraizamento, ou inibindo-o (Batish et al., 2008). O acumulo de fendlicos,
além de outros fatores, pode inibir o processo de enraizamento em decorréncia da
descarboxilagdo do AIA (Trobeck et al.,2005) favorecendo a formacgdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ROS - O,7; H,O,; OH’; HO, ).

2.3 ESTRESSE IN VITRO E FORMACAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO (ROS)

Tradicionalmente o ajuste de protocolos de micropropagagdo tem ignorado oS
fatores ambientais do cultivo in vitro. Durante as diversas etapas da micropropagacao,
desde a inoculacdo até o momento da aclimatizacdo, os explantes e as plantas
micropropagadas estdo sujeitas a condigdes ambientais muito diferentes daquelas dos
cultivos em casa de vegetacdo e no campo (Gaspar et al., 2002; Camara & Willadino,
2005). As caracteristicas peculiares do ambiente in vitro, dentre as quais se destacam a
natureza e concentracdo dos gases (etileno, em especial) na atmosfera dos tubos de
cultivo, alta umidade relativa, baixa densidade de fluxo de fétons fotossintéticos, alta
osmoticidade devido ao alto teor de agucar no meio, alta disponibilidade de reguladores
de crescimento (como auxinas e/ou citocininas) e acumulacdo de substéncias toxicas
afetam as taxas de crescimento e de desenvolvimento vegetal (Kozai et al., 1997; Franck
et al., 2001; Gaspar et al., 2002). Isso se d& freqlientemente em decorréncia da diminuicéo
nas taxas transpiratéria, fotossintética e de absorcdo de nutrientes, agua e CO,, 0 que, em
conjunto, pode resultar em redugdo do crescimento (Kozai et al., 1997). Problemas
relativos & qualidade fisioldgica de plantas, células, tecidos e 6rgéos cultivados in vitro,
tais como, auséncia ou perda da capacidade morfogénica, tém sido examinados (Cassells

& Cury, 2001; Gaspar et al.,2002) e acredita-se que podem ser ocasionados por estresse
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oxidativo induzido por diversos fatores incluindo a superexposicdo a reguladores de

crescimento in vitro.

Estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre os niveis enddgenos de
compostos antioxidantes e compostos oxidantes que acarretam o acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Cassels & Cury, 2001). A formagéo de ROS ocorre porque 0
oxigénio é pouco reativo, mas tem a capacidade de originar estados excitados reativos
como radicais livres e derivados (Scandalios, 1993). Com dois d&tomos de oxigénio, 0 O,
é completamente reduzido por quatro elétrons gerando duas moléculas de &gua. A
reducdo parcial do oxigénio molecular (O,) leva & producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) na forma do radical anidnico superoxido (O;7), do perdxido de
hidrogénio (H,0,) e do radical hidroxila (OH’), quando a reducéo se d& pela aquisi¢do de

um, dois ou trés elétrons, respectivamente (Mittler, 2002; Bartoz, 1997).

No primeiro passo da reducéo de O, os radicais formados, superoxidos, tém vida
relativamente curta. Esses radicais praticamente ndo conseguem atravessar membranas
bioldgicas, ficando confinados no compartimento onde foram gerados. Os superdxidos
formam hidroxiperéxidos com duplas ligagBes (enos) ou duplas ligagdes alternadas
(dienos), além de oxidar aminoacidos especificos, como metionina, histidina e triptofano.
O superoxido também pode causar peroxidagdo de lipideos no ambiente celular e nas
membranas celulares (Breusegem et al., 2001). O perdxido de hidrogénio (H.0,), apesar
de ndo ser um radical livre, atravessa as biomembranas e se distribui a partir do local de
sua producdo (Breusegem et al., 2001). A Gltima e mais reativa espécie a ser formada
pereducdo parcial do oxigénio molecular é o radical hidroxila (OH.). Esse radical é
formado pela redugdo do H,O, por fons metalicos (Fe** e Cu*) na reagdo de Fenton e
tem grande afinidade por moléculas biolégicas em seu sitio de producéo. O radical
hidroxila apresenta uma meia-vida muito curta, pois reage muito rapidamente com
moléculas bioldgicas, sequestrando aleatoriamente um atomo de hidrogénio (Breusegem
et al., 2001; Nordberg & Arner, 2001).
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2.4 METABOLISMO ANTIOXIDATIVO

As plantas possuem um complexo sistema antioxidativo constituido por enzimas e
metabolitos antioxidantes (Dewir et al, 2006) capazes de prevenir o acimulo de ROS e o
estresse oxidativo (Saher, et al., 2004; Dewir et al, 2006). As enzimas do sistema
antioxidante sdo bastante sensiveis as condi¢des de estresse abidtico servindo como
sinalizadores do estresse. Destacam-se entre elas: a catalase (CAT), que converte 0 H,O,
em oxigénio e agua; a peroxidase do ascorbato, que atua na oxidacdo do ascorbato e
converte 0 H,O, em &gua; e as peroxidases ndo especificas (POD) que estdo envolvidas
em ligacGes de polissacarideos e lignificagdo da parede celular, bem como na diminuicéo
do processo peroxidativo dos lipidios de membrana (Libik et al., 2005; Sreenivasulu et
al., 1999; Oztiirk & Demir, 2002; Pasternak et al., 2002; Oztiirk & Demir, 2003).

As polifenoloxidases (PPO) catalisam a hidroxilagdo e a degradagéo oxidativa de
compostos fenolicos (Campos et al., 2004). Além do papel estrutural na parede celular,
essas enzimas exercem uma fungdo protetora contra a agdo das ROS (Ali et al., 2006). A
oxidacao fendlica é uma resposta caracteristica a ferimentos no tecido vegetal (Borém &
Vieira, 2005) e muito comum no cultivo in vitro. O teor de fendis e a medida da atividade
das enzimas responsaveis pela oxidacdo fenolica podem contribuir como indicadores de

estresse.

A resposta aos agentes indutores de enraizamento in vitro e a existéncia de um
operante sistema de defesa antioxidativo pode assegurar a formacdo de mudas completas

com potencial para o estabelecimento ex vitro.
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EFEITO DAS AUXINAS NO ENRAIZAMENTO IN VITRO DE VARIEDADES
DE CANA-DE ACUCAR (Saccharum officinarum).
EFFECT OF AUXIN ON IN VITRO ROOTING OF VARIETIES OF SUGAR

CANE (Saccharum officinarum).
GILENO VITOR MOTA LIMA!, GILVANY RODRIGUES DE ANDRADE?, LILIA

WILLADINO?®, TEREZINHA RANGEL CAMARA".

RESUMO

Este trabalho avaliou o enraizamento in vitro das variedades de cana-de-agicar RB92579
e RB872552 cultivadas em meio MS suplementado com as auxinas AIA (4cido 3-
indolacético) e AIB (&cido 3-indolbutirico). Foram estabelecidos o0s seguintes
tratamentos: To - MS sem auxinas; Tz - 1,5umol L™ de AIA; T - 3,0umol L™ de AIA; Ts
- 1,5umol L™ de AIB; T4 - 3,0umol L™ de AIB. O maior percentual de enraizamento
(78,84%) da variedade RB92579 foi observado em plantas do T3, enquanto que para a
variedade RB872552 o melhor resultado foi obtido no T; (82,5%). As variedades
apresentaram maior velocidade de iniciacdo radicular no quinto dia apds inoculagdo,
havendo diminuicdo ao longo do enraizamento in vitro. Os tratamentos com AIA
favoreceram a formacgéo de folhas e o perfilhamento em ambas as variedades. Na
variedade RB872552 o numero médio de folhas foi superior aos da RB92579 durante
todo o experimento, independente do tratamento auxinico. O perfilhamento foi maior na
variedade RB92579 que apresentou 1,38, 1,60 e 1,87 perfilhos/planta aos 10, 15 e 20
dias, respectivamente, enquanto que a variedade RB 872552 apresentou 0,96, 1,15 e 1,32
perfilhos/planta, no mesmo periodo. O perfilhamento aumentou com o tempo de

tratamento independente da concentragéo e do tipo de auxina utilizado.

Termos para indexagdo: micropropagacao, reguladores de crescimento, rizogénese
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ABSTRACT

This study evaluated the in vitro rooting of varieties of sugar cane RB92579-RB872552
and grown on MS medium supplemented with the auxin IAA (3-acetic acid) and IBA
(indole-3-butyric acid). Established the following treatments: TO - MS without auxin; T1
- 1.5 pmol L IAA, T2 - 3.0 pmol L IAA, T3 - 1.5 pmol L™ IBA, T4 - 3.0 umol L™
IBA. The highest percentage of rooting (78.84%) of variety RB92579 was observed in
plants of the T3, while for variety RB872552 the best result was obtained in T1 (82.5%).
The varieties showed a higher rate of root initiation on the fifth day after inoculation,
along with decrease of rooting. Treatments with IAA favored the formation of leaves and
tillers in both varieties. The variety RB872552 the average number of leaves was higher
than that of RB92579 throughout the experiment, regardless of the auxin treatment.
Tillering was greater in variety RB92579 showed that 1.38, 1.60 and 1.87 tillers / plant at
10, 15 and 20 days respectively, while the variety RB 872552 had 0.96, 1.15 and 1, 32
tillers / plant in the same period. Tillering increased with time of treatment independent
of the concentration and type of auxin used.

Index Terms: micropropagation, growth regulators, rhizogenesis.

INTRODUCAO

O Brasil tem uma &rea de mais de quatro milhdes de hectares com cultivo de cana-
de-acucar (Saccharum officinarum) e consolidou-se como o maior produtor e exportador
de cana-de-agucar e etanol do mundo, além de ter sido o primeiro pais a implantar, em
larga escala, um biocombustivel renovavel alternativo ao petréleo (Unica, 2008). Os
primeiros trabalhos de cultivo in vitro com cana-de-acucar registraram a regeneracdo de
plantas a partir de calos, nos idos da década de sessenta do século passado (Nickell, 1964;
Barba & Nickell, 1969; Heinz & Mee, 1969). Uma das primeiras culturas industriais a ser
micropropagada em escala comercial (World Sugar Statistics, 2005), a micropropagacéao
massiva da cana-de-aclUcar é usada atualmente para multiplicar novas variedades em
muitos paises produtores. A partir do lancamento de novas variedades, a disponibilizacéo

em grande escala do material melhorado é uma etapa crucial para a implantagdo de
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cultivos com os gendétipos elite. A adogdo de diversas metodologias de cultivo para
clonagem e propagagdo massiva de material selecionado pode assegurar a qualidade
genética e fitossanitaria da cana-semente micropropagada (Hendre,1983; Khan et al.,
2008; Ali et al., 2008).

O estabelecimento de um protocolo de micropropagagdo tem o enraizamento in
vitro como um dos fatores limitantes. O desenvolvimento de raizes adventicias em
plantas propagadas vegetativamente sob condigéo in vitro ou in vivo é um processo de
grande complexidade que envolve fatores endGgenos e exdgenos ainda néo
completamente elucidados (Souza & Pereira, 2007). As raizes adventicias de plantas
cultivadas in vitro podem ser formadas, na fase de multiplicacéo, a partir de células de
parénquima localizadas na parte aérea e a rizogénese pode ocorrer de modo direto ou
indireto, passando pela formagé&o de calos (Grattapaglia & Machado, 1998).

A identificacdo do primeiro fitormdnio de ocorréncia natural, o &cido 3-
indolacético (AlA), uma auxina, estimulou os estudos sobre enraizamento adventicio a
partir de 1928 quando foram alcangados grandes avangos. A atividade indutora de raizes
dessa auxina foi relatada inicialmente por Thimann & Skoog (1934). Posteriormente,
auxinas sintéticas como os &cidos indolbutirico (AIB) e a-naftalenoacético (ANA),
andlogas ao AIA, foram preconizadas como fitorreguladores de enraizamento
(Zimmerman & Wilcoxon, 1935). As auxinas exercem importante fungéo no crescimento
e desenvolvimento da parte aérea e radicular do vegetal, e a concentracdo enddgena e
exdgena delas, isoladas ou combinadas com citocininas, € um fator critico para o éxito
das varias etapas de micropropagacdo (Woodward & Bartel, 2005).

As auxinas agem, inicialmente, em células do meristema primario e secundario,
estimulando a divisdo e o subsequente alongamento celular. Essa agéo inicial culmina

com a formagcdo das raizes. Ao longo do processo de enraizamento adventicio (inducéo,
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iniciagdo e alongamento) a atividade enzimética acarreta oscila¢fes na concentracdo de
auxina endogena, tornando necessaria, muitas vezes, a suplementacdo exdgena (Ford et
al., 2001). Um alto nivel de auxinas enddgenas pode ser necessario para a iniciacdo de
raizes adventicias. Existe uma relacdo intrinseca entre os niveis enddgenos e a habilidade
para iniciar raizes. Em geral, ap6s aplicacdo de uma auxina sintética, ocorre um aumento
imediato da concentragdo enddgena de auxina natural e, consequentemente, ha o inicio da
formacdo de raizes (Gaspar & Hofinger, 1988). As etapas de indugdo e iniciacdo da
rizogénese dependem de auxina, mas a fase de alongamento radicular € inibido na
presenca desse regulador.

Um dos fatores que condicionam & eficiéncia do enraizamento de plantas in vitro €
0 gendtipo (Grattapaglia & Machado, 1998). Estudos genéticos e moleculares recentes
tém mostrado que a formacdo de raizes adventicias é um carater quantitativo herdavel
controlado por varios fatores (Sorin et al. 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de variedades de cana-de-agucar
(RB 92579 e RB 872552) a inducdo do enraizamento in vitro por meio da adicdo de
auxinas (AlA, AIB) ao meio de cultura.
MATERIAIS E METODOS
Local de realizagéo das atividades

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Campus de Dois Irméos, em
Recife.
Material vegetal e condigdes de cultivo

Foram utilizadas plantas das variedades RB 92579 e RB 872552 com altura média
de 4,0 cm. Esses genotipos destacam-se pela alta produtividade, elevado teor de sacarose,

por ndo possuir restricdes quanto ao ambiente de producdo, por apresentarem baixa
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exigéncia nutricional, sendo recomendados o plantio no verdo (Ridesa, 2005). Essas
variedades, juntamente com a RB 867515 e a RB 863129, estdo entre as quatro mais
plantadas na regido Nordeste e respondem por 60% da &rea cultivada com cana-de-acucar
em Pernambuco (CPTEC/INPE, 2008).

Para instalagdo do experimento o material vegetal (cultivares RB 92579 e RB
872552) foi cedido pela Biofabrica Governador Miguel Arraes — CETENE (Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste).

Foi utilizado o meio basal MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com
sacarose (30 g L™), inositol (0,59 L™) e &gar (6,5g L™). O meio foi esterilizado pela
adicdo de CaOCI (0,1% p/v) e o pH foi ajustado em 5,8. Os tratamentos consistiram da
adicéio de auxinas (AIB ou AIA) nas concentragdes de 1,5 e 3,0 pmol L™, além de um
tratamento controle sem adicdo de reguladores de crescimento: To — (MS sem auxina); T1
- 1,5 pmol L™ de AIA; T, - 3,0 umol L™ de AIA; T3 - 1,5 pmol L™ de AIB; T4 - 3,0 pmol
L™ de AIB. As plantas foram transferidas para frascos de vidro contendo 30 mL de meio
nutritivo dos respectivos tratamentos e foram incubadas em sala de crescimento a
temperatura de 29 £2°C e fotoperiodo de 16 horas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em um esquema fatorial
5x2 (5 tratamentos x 2 variedades), com 20 repeti¢des por tratamento. Cada repeticdo
contou com quatro explantes por frasco, totalizando 80 explantes por tratamento. Foram
realizadas quatro avaliagcbes ao longo do experimento, que teve duracdo de 80 dias.
Avaliou-se o percentual de enraizamento, o nimero de folhas e de perfilhos, e o indice de
velocidade de iniciacdo de enraizamento (IVE - adaptado da metodologia proposta por
Popinigis (1977). O IVE foi calculado pela formula:

IVE = (E4/T; + EofT, +...+ En/Tn)

Onde:
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IVE = indice de velocidade de iniciacdo de enraizamento;
E = nimero de plantas enraizadas a cada dia;
T = tempo (dias) decorrido desde a inoculacdo.

Os dados quantitativos foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) e as
medias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o
programa ASSISTAT (Assis & Silva, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adico de auxina ao meio de cultura promoveu o enraizamento das mudas de
ambas as variedades estudadas (Tabela 1; Figura 1). A variedade RB 872552 apresentou
maior percentual de enraizamento (82,5%) quando cultivada em meio MS com a
concentragdo de 1,5 uM de AIA e foi superior a variedade RB 92579 em todos os
tratamentos, exceto naquele em que se adicionou 3,0 uM de AIB. Nesse tratamento a
variedade RB 92579 apresentou seu maior percentual de enraizamento (78,84%).

Tabela 1. Percentual de enraizamento das variedades de cana-de-aglicar RB 92579 e RB 872552
apos 40 dias de cultivo in vitro em meio MS com distintas concentracdes de AIA ou AlB.

Tratamento Variedade

RB 92579 RB 872552

%

Controle 39,28 bE 48,43 aE
1,5uM AIA 52,27 bD 82,50 aA
3,0 uM AIA 60,00 bB 78,75 aB
1,5 uM AIB 52,77 bC 64,58 aD
3,0 uM AIB 78,84 aA 68,75 BC

*Valores percentuais seguidos pela mesma letra, mailscula nas colunas e minuscula nas linhas,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade.
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Roy & Kabir (2007), trabalhando com micropropagagédo de cana-de-agucar (var. Isd
32) obtiveram 90 % de brotos enraizados aos 15 dias de cultivo, utilizando 2,5 mg. L™ de
ANA, ja Pathak et al (2009), estudando o efeito de reguladores de crescimento na
multiplicacdo e enraizamento in vitro das variedades de cana-de-aglcar CoS 99259 e
Cose 01235 obtiveram, respectivamente, 93 % e 95 % de enraizamento utilizando 5 mg
L™ de ANA. Ramanand et al. (2007) registraram percentuais de enraizamento similares
utilizando a mesma concentracdo de ANA para outras variedades (Cos 96268 e Cos
95255). Quando cultivada com 1,5mg L™ de AIB a variedade de cana-de-acticar CPF-237
apresentou 80% de enraizamento e quando empregou-se 0,5 mg L™ de ANA néo passou
de 30% (Khan et al., 2008). Dessa forma, observam-se diferengas no potencial de
enraizamento condicionadas pelos gendtipos de uma mesma espécie, em fungéo tanto da

auxina como da dose utilizada (Souza & Pereira, 2007).

T

1

Figura 1 — Desenvolvimento radicular das variedades RB 92579 (a - e) e RB-872552 (f - j)
durante o cultivo in vitro em meio MS com distintas concentragdes de AlA e AIB (0, 1,5 ¢ 3,0
uM), aos 20 dias de cultivo.

As variedades RB 92579 e RB 872552 apresentaram maior indice de velocidade de
iniciacdo de enraizamento (IVE) no quinto dia ap6s a inoculagcdo, havendo uma
diminuicdo gradativa ao longo do processo de enraizamento in vitro. A resposta da

variedade RB 92579 foi mais rapida e persistiu ao longo do periodo experimental,

superando a variedade RB 872552 (Figura 2).
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Figura 2. indice de velocidade de iniciagdo de enraizamento (IVE) in vitro (interacido Genotipos
x Tempo de tratamento) de duas variedades de cana-de-agUcar cultivadas em meio MS acrescido
com distintas concentracdes de AIA ou ANA (0, 1,5 e 3,0 uM). Letras iguais, mailsculas dentro
de cada variedade e mintsculas dentro de cada periodo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Segundo Gaspar & Hofinger (1988), ap6s a aplicacdo de uma auxina exdgena,
geralmente no periodo de 72 a 120 horas, ocorre um aumento no nivel endégeno de
auxina endogena e, consequentemente, hi o inicio da formacéo da maioria das raizes
primérias. De acordo com alguns autores, ap0s esse tempo as auxinas ndo sdo mais
necessarias, sendo inibitorias para a formagdo do meristema radicular (De Klerk et al.,
1999). A mesma tendéncia foi observada nas plantas cultivadas em meio sem auxina,
embora com um IVE inferior ao das plantas dos demais tratamentos.

Os resultados para o IVE coincidiram com os de percentual de enraizamento, no
que diz respeito & interacdo ‘genotipo x auxinas’. Evidenciou-se que a inducéo e iniciacdo
de raizes na variedade RB 92579 foram melhores no tratamento com 3,0 uM de AIB (Ta),
enquanto que na variedade RB 872552 o melhor resultado registrou-se no meio com 1,5

uM de AIA (Tabela 2).
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Tabela 2. indice de velocidade de iniciacdo de enraizamento (IVE) in vitro (Interacdo Gendtipos
x Auxinas) de duas variedades de cana-de-agUcar cultivadas em meio MS acrescido com distintas
concentracdes de AIA ou AIB (0, 1,5 3,0 uM)

. Tratamentos
Genotipos Controle
1,5 uM AIA 3,0 uM AIA 1,5 uM AIB 3,0 uM AIB
RB 92579 3,96 Ea 4,12 Db 6,82 Ba 4,95 Ca 8,25 Aa
RB 872552 2,68 Eb 8,55 Aa 5,87 Bb 3,91Cb 2,90 Db

Letras mailsculas comparam linhas e as letras minisculas comparam colunas *Médias seguidas
de mesma letra, dentro de cada variedade, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

No que se refere ao nimero de folhas, a variedade RB 872552 apresentou um
niamero de folhas superior ao da variedade RB 92579 ao longo de todo o experimento,
independente do tratamento auxinico aplicado (Tabela 3). Observou-se interacéo
significativa para os fatores ‘gendtipo x tratamento’ apenas nas avaliacdes feitas aos 15 e
20 dias de tratamento. Os resultados do teste de comparacdo de medias para esses dois
periodos de avaliagdo demonstram que ndo houve efeito dos tratamentos sobre o nimero
de folhas nas plantas da variedade RB 92579. Na variedade RB 872552, entretanto, o
nimero de folhas foi superior nos tratamentos contendo 1,5 ¢ 3,0 uM de AIA, com 5,55 e
5,1 folhas/planta, respectivamente (Tabela 3). Esses valores sdo muito proximos daqueles
obtidos por Khan et al. (2008), 5,66 folhas, na micropropagacéo das variedades de cana-
de-aglicar CP-77-400 e CPF-237, em meio acrescido de cinetina e giberelina (1,0 mg L™
Kin + 0,1 mg L™ GA;). O uso de baixas concentracdes de reguladores de crescimento
para um mesmo resultado é sempre um aspecto positivo dado ao alto custo e ao
favorecimento de ocorréncia de variagdo somaclonal em tecido vegetal tratado com doses

altas ou periodos prolongados com esses reagentes.
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Tabela 3. Numero de folhas das variedades de cana-de-aclicar RB 92579 e RB 872552 aos 10, 15
e 20 dias de cultivo em meio MS com distintas concentracfes de AIA ou AIB.

Tratamentos RB92579 . RB872552 RB 92579 _ RB872552 RB 92579 _ RB 872552
10 dias 15 dias 20 dias

Controle 3,4b 3,7a 3,85 Ab 4,2 Ba 4,15Ab 45 BCa

1,5uM AIA 34b 4,15a 3,85 Ab 5,05 Aa 4,1Ab 5,55 Aa

3,0uM AIA 3,65b 4,4 a 3,6 Ab 4,8 Aa 4,2 Ab 5,1 ABa

1,5uM AIB 3,25b 3,75a 3,6 Ab 4,1 BCa 3,8Ab 4,2 Ca

3,0uM AIB 36b 39a 3,85 Ab 4,45 Ba 4,3Aa 4,6 BCa

Letras iguais para cada periodo de avaliagdo, mailsculas entre linhas e mintsculas entre colunas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Aos 10 dias a interacdo
Genotipo x Tratamento ndo foi significativa.

A analise estatistica do nimero de perfilhos em funcéo do tempo apresentou efeito
significativo dos tratamentos com auxinas e dos genoétipos. A interacdo desses dois
fatores s foi significativa para a avaliacdo feita aos 15 dias de tratamento. A variedade
RB 92579 perfilhou mais do que a variedade RB872552, ao longo de todo o periodo
experimental. A variedade RB 92579 apresentou, em média, 1,38; 1,60; 1,87
perfilhos/planta aos 10, 15 e 20 dias, respectivamente, enquanto que na variedade RB
872552 o numero médio de perfilhos/planta foi respectivamente 0,96; 1,15; 1,32. (Figura
3). Khan et al. (2008), trabalhando com a micropropagacao de trés gendtipos de cana-de-
acUcar registraram a formacdo de 3,5 perfilhos/planta, contudo, a melhor média de
perfilhamento (5,83 perfilhos/planta) foi obtida para o tratamento contendo 1,0 mg L™
BAP + 0,1 mg L™ GA;. Roy & Kabir (2007), trabalhando com a micropropagacéo da
variedade Isd 32 obtiveram cerca de 17 perfilhos/planta com a concentragdo de 1,5 mg L
1'de BA + 0,5 mg L? de ANA. Reconhecidamente as citocininas sdo utilizadas na
indugdo de brotagdes na fase de multiplicagdo dos protocolos de micropropagacéo in
vitro.

O mais expressivo perfilhamento observado na variedade RB92579 contrasta com o
enraizamento inferior dessa variedade em comparacdo com a RB 872552. Nota-se,
entretanto, que precisamente no tratamento em que a RB 92579 exibiu o maior percentual

de enraizamento (tratamento com 3,0 uM de AIB) ocorreu o menor perfilhamento.
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Figura 3. Namero de perfilhos das variedades de cana-de-aglcar RB 92579 e RB872552 aos 10,
15 e 20 dias de cultivo em meio de enraizamento MS com distintas concentracfes de AlA e AIB
(0, 1,5 e 3,0 uM). Letras diferentes entre variedades, a cada época de avaliagdo, indicam
diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os tratamentos com AIA promoveram maior perfilhamento ao longo de todo o
periodo de avaliagdo. O perfilhamento aumentou com o tempo de tratamento
independente da concentracdo e do tipo de auxina utilizado (Figura 3). Esse aumento na
formacdo de perfilhos coincidiu com a diminuicdo na velocidade de emissdo de raizes
(Figura 1 - IVE). Embora seja reconhecida a exigéncia de uma concentracdo minima de
auxinas para a emissdo de raizes, o crescimento radicular é fortemente inibido por
concentragdes de auxinas que induzem a elongacdo da parte aérea (caules e coleptilos)

(Taiz & Zieger, 2004).
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Figura 4. Namero de perfilhos das variedades de cana-de-aglcar RB 92579 e RB872552 aos 10,
15 e 20 dias de cultivo em fungdo da concentracdo de AIA e AIB (0, 1,5 e 3,0 uM) em meio de
enraizamento MS Letras diferentes entre tratamentos, a cada época de avaliagdo, indicam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

CONCLUSOES

Os resultados confirmam a diferenca genotipica na resposta aos indutores
auxinicos. A variedade RB 92579 de cana-de-aglicar € menos responsiva e depende de
concentragdes mais altas de auxina no meio MS.

O tratamento com 3,0 uM de AIB ¢ o mais recomendado para indugdo de
enraizamento da variedade RB 92579, enquanto que a concentragdo de 1,5 uM de AIA ¢

mais adequada para variedade RB 872552.
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5. MANUSCRITO 2

INTERACOES ENTRE AUXINAS E COFATORES FENOLICOS NO
ENRAIZAMENTO IN VITRO DA VARIEDADE RB 92579 DE CANA-DE-
ACUCAR (Saccharum officinarum L.)*

Trabalho desenvolvido no Programa de Pés-Graduagéo em Botanica a ser enviado para a
revista Scientia Agricola.
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ABSTRACT: This study evaluated the effect of number of subcultures (6 and 12) and
the action of auxin relating or no to phenolic cofactors in the induction of in vitro rooting
of the variety RB 92579, correlating with the activity of antioxidant defense system. Two
experiments were conducted. The first evaluated the combination of the number of
subcultures and the presence of the auxins IBA and IAA (3uM), totaling six treatments.
In the second experiment, MS medium was supplemented with the auxins IBA and I1AA
(3uM) isolated or associated with different concentrations of caffeic acid and
phloroglucinol (1.5 and 3.0 pM). It also held a control without addition of auxin or
phenolic, totaling 11 treatments. The number of subcultures caused a reduction in
emission at tillering and root, but did not impair the formation of new leaves. Plants with
IBA + phloroglucinol were higher as the percentage of rooting, root length. The
concentration of 3.0 uM of phenol + IBA, increased the content of phenols is inversely
proportional to the activity of peroxidase and polyphenoloxidase. The addition of IAA
produced the fastest root issue and more leaves. IBA + caffeic acid provided the highest
fresh root biomass and higher while the concentration of 3.0 mM of caffeic acid + IBA
showed higher fresh weight of shoots and more shoots rooted or not. Treatment IAA +
caffeic acid or phloroglucinol (3.0 pM) gave satisfactory results regarding the length of
the shoot with no significant difference. There was high activity of peroxidase and
polyphenol oxidase in the roots in all treatments except the control (peroxidase) and the
treatment containing phloroglucinol (3.0 pM) (polifenoloxidase). The pholoroglucinol +
auxin showed higher catalase activity in the shoot while the caffeic acid + auxin showed
na increase in the root.

Keywords: caffeic acid, phloroglucinol, antioxidative enzymes, number of subcultures.
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INTERAGOES ENTRE AUXINAS E COFATORES FENOLICOS NO
ENRAIZAMENTO IN VITRO DA VARIEDADE RB 92579 DE CANA-DE-

ACUCAR (Saccharum officinarum L.)

RESUMO: Este trabalho avaliou o efeito do nimero de subcultivos (6 e 12) e a acdo de
auxinas associadas ou ndo a cofatores fendlicos na inducdo de enraizamento in vitro da
variedade RB 92579, correlacionando com a atividade do sistema de defesa antioxidativo.
Foram realizados dois experimentos. No primeiro avaliou-se a combinagédo entre o
niamero de subcultivos e a presenca das auxinas AIB ¢ AIA (3uM), totalizando seis
tratamentos. No segundo experimento, 0 meio MS foi suplementado com as auxinas AlB
e AIA (3uM) isoladas ou associadas a distintas concentragdes de acido cafeico e
floroglucinol (1,5 e 3,0 uM). Foi mantido também um tratamento controle, sem adigdo de
auxinas nem fendlicos, totalizando 11 tratamentos. O numero de subcultivos acarretou
reducdo na emisséo radicular e no perfilhamento, todavia ndo prejudicou a formagéo de
novas folhas. As plantas com AlB+floroglucinol foram superiores quanto ao percentual
de enraizamento, comprimento radicular. A concentragao de 3,0 uM+AIB deste fenol,
proporcionou maior teor de fendis sendo inversamente proporcional & atividade da
peroxidase e polifenoloxidase. A adicdo de AIA proporcionou maior velocidade de
emissdo radicular e maior nimero de folhas. O AlB+4cido cafeico proporcionou maior
biomassa fresca radicular sendo superior, enquanto que a concentragdo de 3,0uM de
acido cafeico+AlB proporcionou maior biomassa fresca da parte aérea e maior nimero de
perfilhos enraizados ou n&do. O tratamento AIA+acido cafeico ou floroglucinol (3,0uM)
proporcionou resultados satisfatérios quanto ao comprimento da parte aérea ndo havendo
diferenca significativa. Verificou-se elevada atividade da peroxidase e polifenoloxidase
na parte radicular em todos os tratamentos exceto o controle (peroxidase) e o tratamento
contendo floroglucinol  (3,0uM) (polifenoloxidase). O floroglucinol+auxinas
proporcionou maior atividade da catalase na parte aérea enquanto que o &cido
cafeico+auxinas apresentou aumento significativo na parte radicular.

Palavras-chave: acido cafeico, enzimas antioxidativas, floroglucinol, nimero de
subcultivos.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de acucar e &lcool (etanol) oriundos da
cana-de-aglcar (World Sugar Statistics, 2005). A micropropagacdo da cana-de-agucar,
uma das primeiras culturas industriais a ser propagada in vitro em escala comercial, é
atualmente utilisada para a multiplicacdo de novas variedades. A micropropagagdo
viabiliza a obtencdo de mudas com alto padrdo fitossanitario e em reduzido espaco de
tempo (Torres et al., 1998; Pereira & Fortes 2003; Aamir Ali et al., 2008). Todavia, se

ndo observados os limites produtivos quanto ao nimero de subcultivos e tempo de cultivo
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in vitro, podem ocorrer alteragcdes na capacidade de regeneracdo das plantas, devido a
perda da capacidade organogénica (Hussey, 1986; Mantel et al., 1994).

A inducéo e o desenvolvimento do sistema radicular durante o cultivo in vitro é um
dos obstaculos na micropropagacéo (Souza & Pereira, 2007). Ao longo do enraizamento
adventicio a concentracdo de auxina endogena sofre oscilacdes, reflexo da atividade
enzimética, sendo necesséria suplementacdo com auxinas sintéticas (Gaspar & Hofinger,
1988). Além das auxinas, outras substancias agem como cofatores para o enraizamento
como os compostos fenolicos, entre eles o &cido cafeico e o floroglucinol (Grattapaglia &
Machado, 1998; Deklerk et al., 1999). O acimulo desses compostos fendlicos, entretanto,
pode inibir o enraizamento (Trobeck et al.,2005) favorecendo a ocorréncia de estresse
oxidativo pela formacéo excessiva de espécies reativas de oxigénio, que podem acarretar
danos celulares, embora tenham funcdo sinalizadoras em processos de crescimento e
desenvolvimento celular quando em baixas concentragdes (Del Rio et al.,2006). As
plantas dispem de um complexo sistema antioxidativo constituido por enzimas e
metabolitos antioxidantes capaz de prevenir o acimulo de ROS e 0 estresse oxidativo
extremo (Saher, et al., 2004; Dewir et al, 2006), e evitar a perda da capacidade
morfogénica in vitro.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do nimero de subcultivos e a acdo
de auxinas associadas ou nao a cofatores fendlicos na inducéo de enraizamento in vitro da

variedade RB 92579, correlacionando com a atividade do sistema de defesa antioxidativo.

49



MATERIAL E METODOS
Local de realizagéo das atividades

A conducgdo dos experimentos e as andlises enziméticas e bioquimicas foram
realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
em Recife.

Material Vegetal e Cultivo in vitro

O experimento foi conduzido com a variedade de cana-de-aglicar RB 92579,
desenvolvida no Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Ac¢lUcar/PMGCA na
EECAC/UFRPE. Essa variedade RB 92579 destaca-se pela alta produtividade e elevado
teor de sacarose e por ndo possuir restricdes quanto ao ambiente de produgdo. O material
vegetal foi cedido pela Biofabrica Governador Miguel Arraes do CETENE (Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste). Essa variedade, juntamente com a RB 872552,
RB 867515 e a RB 863129, estdo entre as quatro mais plantadas na regido Nordeste e
respondem por 60% da 4area cultivada com cana-de-agicar em Pernambuco
(CPTEC/INPE, 2008).

Os experimentos in vitro foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da UFRPE. Utilizaram-se plantas micropropagadas em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) que apresentavam em média 4,0 cm de altura e 0,0607 g de
matéria fresca.

Condigdes de cultivo e meio de cultura

O meio bésico foi constituido pelos sais de MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementados com sacarose (30 g L™), inositol (0,5g L™) e agar (7g L™). O meio foi
esterilizado pela adigdo de hipoclorito de calcio (CaOCI 0,1% p/v) e o pH foi ajustado em
5,8. Apds a inoculacdo em cdmara de fluxo laminar, as culturas foram mantidas em sala

de crescimento a temperatura de 29 +2°C e fotoperiodo de 16 horas durante 30 dias.
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1° Experimento: Influéncia do nimero de subcultivos no enraizamento in vitro do
gendtipo RB 92579.

Este experimento constou de um fatorial 3x2, definido pelos tratamentos com ou sem
auxina (controle - sem auxina; 3 uM AlA; 3 uM AIB) e o nimero de subcultivos (6 e 12).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 40 repeti¢des. A unidade
experimental contou com quatro plantas por frasco, totalizando 160 explantes por
tratamento. As variaveis avaliadas aos 30 dias foram: percentual de enraizamento,

numero de folhas e nimero de perfilhos.

2° Experimento: InteracBes entre auxinas e cofatores fenodlicos no enraizamento in
vitro de variedade de cana-de-agucar.

Este experimento consistiu em um esquema fatorial diferenciado de (2x5) + 1,
constituido por duas fontes de auxinas (AlA ou AlB, na concentragdo de 3uM,) e cinco
combinagdes de concentracdes de cofatores fendlicos (sem cofatores fendlicos; 1,5 uM
acido cafeico, 3,0 uM acido cafeico, 1,5 uM floroglucinol e 3,0 uM floroglucinol) além
da testemunha absoluta, sem auxinas e sem fendis, totalizando 11 tratamentos.

Nas diferentes etapas do enraizamento (indugdo e iniciagdo) adicionaram-se ao meio
basico as auxinas AIB ou AIA, combinadas ou ndo com o 4acido cafeico ou o
floroglucinol nas concentra¢des de 1,5 uM e 3 uM.

Para analise estatistica da atividade enziméatica e do teor de fendis utilizou-se um
esquema fatorial triplo (2x5x2) constituido pelos trés fatores [fontes de auxinas (AlA ou
AIB) x concentragBes de cofatores fenolicos (acido cafeico ou floroglucinol)] x partes da

planta (parte aérea ou raiz) além da testemunha.

51



Inducéo e Iniciagdo do enraizamento in vitro

Cinco dias ap0s a transferéncia das plantas dos biorreatores para o sistema de cultivo
em frascos de micropropagacdo convencional no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais/lUFRPE, o material vegetal foi subcultivado para meio de cultura MS com o0s
respectivos tratamentos: TO (MS sem auxina = testemunha); T1 (3,0 uM de AIA); T2 (3,0
uM de AIA + 1,5 uM de acido cafeico); T3 (3,0 uM de AIA + 3,0 uM de acido cafeico);
T4 (3,0 uM de AIA + 1,5 uM de floroglucinol); TS5 (3,0 uM de AIA + 3,0 uM de
floroglucinol); T6 (3,0 uM de AIB); T7 (3,0 uM de AIB + 1,5 uM de acido cafeico); T8
(3,0 uM de AIB + 3,0 uM de acido cafeico); T9 (3,0 uM de AIB + 1,5 uM de
floroglucinol); T10 (3,0 uM de AIB + 3,0 uM de floroglucinol).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 40 repeti¢des. A
unidade experimental contou com quatro plantas por frasco, totalizando 160 explantes
por tratamento. Os parametros avaliados aos 30 dias desta etapa (indugdo) foram:
percentual de enraizamento, comprimento e peso fresco da parte aérea e das raizes,
namero de folhas, nimero de perfilhos (enraizados ou ndo) e o indice de velocidade de
iniciagdo de enraizamento (I\VVE), adaptado da formula proposta por Popinigis (1977) para
IVG (indice de velocidade de germinacéo):

IVE = (E1/Ny + E2/N; +....+ En/Nn)
Onde:
IVE = indice de velocidade de iniciagdo de enraizamento;

E = nimero de plantas enraizadas a cada dia;
N = tempo decorrido (dias) desde a inoculag&o.
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DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS

Amostras de tecido foliar fresco (parte aérea e raiz) (0,2g £ 0,1) foram coletadas e
procedido o preparo do extrato hidroetandlico. A analise foi realizada de acordo com o
meétodo espectrofotométrico Folin-Denis (Horwitz, 1995). A leitura foi realizada
espetrofotometricamente a 760 nm, os calculos foram realizados com base na curva
padréo de &cido tanico (0, 25, 50, 75, 100 e 200 mg L™) e os resultados expressos em mg

de fendis totais por grama de material vegetal.

DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Amostras de tecido foliar fresco (parte aérea e raiz) (0,29 + 0,1) foram coletadas,
congeladas e armazenadas em freezer (-20°C) até o momento da determinagdo da
atividade das enzimas peroxidase (Putter, 1974), polifenoloxidase (Hyodo & Yang, 1971
modificado por Campos et al. 2004), catalase (Havir & Mchale, 1987) e dos teores de
proteina soltivel (Bradford, 1976). A atividade da enzima foi expressa em unidade
enzimética (UE). Uma unidade da enzima é definida como a quantidade de enzima que

causa um aumento de 0,001 unidade de absorbancia por minuto.

ANALISES ESTATISTICAS
Os dados quantitativos foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o

programa ASSISTAT (Assis & Silva, 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1° Experimento: Influéncia do nimero de subcultivos no enraizamento in vitro do
gendtipo RB 92579.

Nas plantas submetidas a seis subcultivos a adi¢cdo de auxina ao meio de cultivo
promoveu o enraizamento do genotipo estudado, no entanto, observou-se um maior
percentual de enraizamento (78,76%) com a adicdo do AIB que superou 0s demais
tratamentos. Os sucessivos subcultivos foram desfavoraveis e ocasionaram um declinio
no percentual de enraizamento observado no 12° subcultivo. O efeito do cultivo
prolongado foi mais prejudicial nas plantas do tratamento controle que apresentaram
45,87% de reducdo na emissdo radicular, enquanto que nas plantas do tratamento com
adicdo de AIA observou-se a menor redugdo no percentual de enraizamento (7,24%)
(Figura 5A).

Zucchi et al. (2002) ndo constataram efeito do nimero de subcultivos sobre a
estabilidade genética de duas variedades de cana-de-a¢lcar (RB83-5486 e SP80-185). As
condi¢bes quimicas e fisicas do cultivo in vitro podem, entretanto, alterar processos
fisiol6gicos sem acarretar necessariamente em variabilidade genética. A alta umidade da
atmosfera dos tubos de cultivo, por exemplo, afetam o mecanismo transpiratério e
interferem no movimento das auxinas (Joyce et al., 2003). A exposi¢do prolongada as
condigOes estressantes do cultivo in vitro favorece o surgimento de aberracfes tipicas
entre as quais se destacam a perda da totipoténcia que se traduz pela incapacidade de
diferenciacgdo celular (Cassells & Cury, 2001; Gaspar et al.,2002).

Ao duplicar o nimero de subcultivos (de seis para 12), as plantas da variedade RB
92579 apresentaram perda parcial da capacidade organogénica que Se expressou como

queda na emissdo radicular. Dessa forma, observa-se um efeito benéfico dos ciclos de
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multiplicacéo restritos ao 5° ou 6° subcultivos, evidenciando-se assim uma margem
regenerativa satisfatoria ao longo do processo de micropropagagdo, preservando o
potencial organogénico do genotipo trabalhado e a produtividade total da
micropropagagéo.

O emprego do AIB no 6° ciclo de multiplicagdo proporcionou melhor resultado
quanto ao namero de folhas e 0 aumento no nimero de subcultivos ndo prejudicou a
emissdo de folhas. Nesse aspecto, a adicdo de 3uM de AIA ao meio de cultivo foi o
tratamento que promoveu maior formacdo de folhas (5,45 por planta) no 12° subcultivo
(Figura 1B). Apenas para esta variavel observou-se efeito positivo do aumento no niamero
de subcultivos. Resultados contrarios foram obtidos por Webber (2004) que, avaliando a
influéncia do nimero de subcultivos na aclimatizacdo de morangueiro, observou uma
diminuicéo da ordem de 34% na formacéo foliar no gendtipo Vila Nova, do 4° subcultivo
para 0 10° subcultivo.

A suplementacdo do meio de cultivo com 3uM de AIA proporcionou melhor taxa
de multiplicacdo, traduzida pela emissdo de perfilhos, da variedade RB 92579 até o 6°
subcultivo, com uma meédia de 2,39 novas plantas/explante, superior aos demais
tratamentos. Observou-se, no entanto, uma reducgdo quanto ao nimero de perfilhos no 12°
subcultivo em todos os tratamentos, sendo o tratamento controle o mais afetado, com uma
media de 0,59 novas plantas/explante, representando uma reducdo na taxa de

multiplicacéo acima de 64% (Figura 1C).
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Figura 1. Percentual de enraizamento (A), n° de folhas (B) e n° de perfilhos (C) da variedade de
cana-de-agUcar RB 92579 apds 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou
AIB e em auséncia desses constituintes (Testemunha). *Médias seguidas pela mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade.
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Resultados analogos quanto a reducgdo na taxa de multiplicacdo foram obtidos por
Flores et al., (2006) trabalhando com micropropagacdo de Pfaffia tuberosa. Esses autores
registraram um declinio no nimero de brotos regenerados por explante, logo no 2°
subcultivo, de um total de 5 ciclos de multiplicagdo. Na micropropagacéo de morangueiro
a melhor taxa de multiplicagdo (1:7) no 3° subcultivo decresceu a 1:1,5 no 10° subcultivo
(Webber, 2004). Por outro lado, ha registros de aumento na formacédo de brotos em calos
de tabaco (Nicotiana tabacum L.) tanto nos tecidos novos [(4-12 subcultivos) 30
brotos/calo] como nos velhos [(mais de 30 subcultivos) 15 brotos/calo] mediante
emprego de acido ascdrbico (0,4 a 0,8mM) no meio de cultivo (Pathel & Thorpe, 1988).
Esses resultados confirmam a hipGtese desses autores quanto ao retardo da perda da
capacidade organogénica diante da utilizagdo de compostos antioxidantes. Segundo
Mantel (1994), as taxas de multiplicagdo variam com o geno6tipo e refletem a capacidade
de formar a parte aérea. Verifica-se assim, o comprometimento da produtividade diante
de numerosos subcultivos, reflexo da perda da capacidade organogénica, sendo esta

varigvel quanto ao gendtipo.

Segundo Gaspar et al., (2002) as causas para a perda da habilidade regenerativa séo
ainda pouco estudadas e variam de acordo com as circunstancias do cultivo e da espécie.
Conclui-se que independente da fonte de auxina utilizada (AlA ou AIB) a suplementacdo
do meio de cultivo, proporcionou resultados satisfatorios quanto as varidveis percentual
de enraizamento e namero de perfilhos, até o 6° ciclo de multiplicacdo; os reguladores
utilizados minimizaram os efeitos da perda da capacidade regenerativa retardando a

mesma para o 12° subcultivo.
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Diante do exposto, recomenda-se 0 emprego de AIB na concentragao de 3 uM na
inducéo do enraizamento in vitro do gendtipo RB 92579 de cana-de-agucar em ciclos de
multiplicacdo e recomenda-se a avaliagdo do ponto de declinio entre 0 6° e o 12°
subcultivo para a variedade estudada, de forma a assegurar a expressdo da
totipotencialidade do gendtipo e viabilizar resultados satisfatorios na etapa de

aclimatizagé&o.

2° Experimento: InteragBes entre auxinas e cofatores fenodlicos no enraizamento in

vitro do gendtipo RB 92579 de cana-de-agucar.

O percentual de enraizamento das plantas cultivadas em meio MS sem adic¢éo de
auxinas e cofatores fendlicos (Tratamento Controle) foi de 21,25% (Tabela 1). O efeito
do AIB foi melhor do que o do AlA na inducdo do enraizamento da variedade RB 92579.
A combinacdo das auxinas com os cofatores fendlicos estimulou a emissdo de raizes
nessa etapa de indugdo (Figura 2). Quando tratadas com AIB em combinagdo com
floroglucinol, as plantas apresentaram maior percentual de enraizamento do que quando
cultivadas em meio MS acrescido de AIA. Os maiores percentuais de enraizamento
(cerca de 60%) foram obtidos em meio com 3 uM de AIB associado ao floroglucinol (1,5
uM e 3 uM) (Tabela 1). Em combinagdo com o acido cafeico o efeito do AIB foi
reduzido, e o percentual de enraizamento ndo diferiu daquele induzido pelo AIA
associado a esse fenolico, independente da concentracdo utilizada (1,5 uM e 3 uM)
(Tabela 1). O emprego do AIA juntamente com o acido cafeico proporcionou o melhor
percentual de enraizamento (55,62%), enquanto que a utilizagdo do AIA com
floroglucinol reduziu significativamente o enraizamento em todas as concentragdes

empregadas (Tabela 1).
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Tabela 1. Percentual de enraizamento da variedade de cana-de-aglicar RB 92579 apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB em combinagdo com distintas
concentracdes de acido cafeico ou floroglucinol (1,5 uM e 3,0 uM) e em auséncia desses
constituintes (Testemunha)

Cofatores fenélicos

Auxinas _
Acido cafeico Floroglucinol
(3,0 M) 0
1,5 uM 3,0 uyM 1,5 M 3,0 uyM
AlIA* 28,750 Cb 50,62 Aa 55,62 Aa 48,75 Bb 46,25 Bb
AIB 43,120 Ca 53,75 Ba 53,12 Ba 60,00 Aa 59,37 Aa
Testemunha = 21,25% ns CV% = 18,00

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.

Dessa forma, observou-se que dependendo da fonte de auxina utilizada, bem como
do co-fator fendlico, o enraizamento pode ser estimulado ou inibido, ficando evidente o
sincronismo entre o AIB e o floroglucinol. Estes resultados corroboram com estudos
prévios de Jones & Hatfield (1976) segundo eles, a adicdo ao meio de cultura de
compostos fendlicos como &cido cafeico e floroglucinol juntamente com auxinas elevam
a percentagem de enraizamento.

Segundo Souza & Pereira, (2007), quando os polimeros de ortho-dihidroxifendis
(floroglucinol dentre outros) agem como protetores de auxinas, tém a funcdo de manter
os tecidos em um estado reduzido, agindo como antioxidantes e mantendo um baixo
potencial redox. Os orthodihidroxifenois especificos (cofatores de enraizamento) séo
produzidos nas folhas e brotos e translocados a regido de enraizamento, onde, junto com
auxinas e polifenoloxidases, d&o origem a um complexo estimulador de enraizamento que
conduz a iniciagdo e crescimento do primordio radicular. Para a formagdo do primérdio

radicular, o complexo auxina-fenol é formado atraves de polifenoloxidases.
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Figura 2. Desenvolvimento radicular da variedade de cana-de-aglcar RB 92579 apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de acido
cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

A elevacdo de niveis enddgenos de floroglucinol em brotos favorece a iniciagdo de
raizes durante a fase auxina-sensivel, tendo uma acdo sinérgica com a auxina. Nesse caso,
a auxina pode agir como um protetor do floroglucinol que servira de substrato alternativo
para a AlA peroxidase e/ou oxidase e, consequentemente, os niveis de AIA enddgenos
permanecerdo elevados (Souza & Pereira, 2007). De um modo geral, o floroglucinol
aumenta o indice de enraizamento, provavelmente pela influéncia no metabolismo da
auxina agindo como inibidor da AlA oxidase (Davis et al., 1988; De Klerk et al., 1999;

Gur et al., 1988).
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Zanol et al. (1998) compartilham de resultados andlogos quanto ao emprego
conjunto de AIB e floroglucinol no enraizamento in vitro de porta-enxerto de macieira
Marubakaido, enfatizando a eficicia destes quanto ao aumento do percentual de
enraizamento e na aceleragdo da emergéncia radicular. Sharifian et al. (2009),
trabalhando com enraizamento in vitro de nogueira persa (Juglans regia) obtiveram
resultado inferior (45% de enraizamento). Esse percentual, no entanto, reflete seu melhor
resultado utilizando floroglucinol isoladamente, porém em uma concentracdo bem mais
elevada (1 mM); ainda sim, os autores ressaltam que a concentracéo deste fenol é um dos
fatores que também influenciam o enraizamento mesmo sendo utilizado na forma isolada
Ou em associagdo com auxinas.

Quanto ao indice de velocidade de iniciacdo de enraizamento (IVE), no tratamento
contendo somente AIA (T1) observou-se o maior IVE no segundo dia apds a inoculagdo
(9,42 plantas enraizadas aos 2 dias). Para este periodo de avaliagdo o IVE no tratamento
com ATA (3,0 uM) s6 ndo foi superior ao daquele registrado no tratamento com AlA e
1,5 uM de acido cafeico (Figura 3). Aos seis dias de tratamento o IVE das plantas
tratadas com apenas AIA superou 0s demais. Houve uma diminuicdo gradativa da
velocidade de emissdo de raizes ao longo do periodo experimental, em todos os
tratamentos. Segundo Gaspar & Hofinger (1988), ap6s a aplicacdo de uma auxina
exdgena, geralmente no periodo de 72 a 120 horas, ocorre um aumento no nivel
enddgeno de auxina enddgena e verifica-se o inicio da formacdo da maioria das raizes
primérias. De acordo com alguns autores, ap0s esse tempo as auxinas ndo sdo mais
necessarias, sendo inibitérias para a formacdo do meristema radicular (De Klerk, et al.,

1999).
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Figura 3. indice de velocidade de enraizamento (IVE) da variedade de cana-de-agticar RB 92579
a0 24° dia de cultivo em meio MS acrescido de distintas combinacdes de 3,0 uM de AIA ou AIB
com é&cido cafeico ou floroglucinol, a 1,5 ou 3,0 uM e em auséncia desses constituintes
(Testemunha).

No 12° dia as plantas submetidas aos tratamentos controle, apenas com AlA e com
AIA + 1,5 uM de acido cafeico apresentaram IVE superior as demais. Essas diferengas,
entretanto, se anularam aos 24 dias de cultivo (Figura 3). De acordo com Kerbauy (2004),
o AlA livre é a forma biologicamente ativa desta auxina, no entanto, no vegetal o maior
conteido de AlA esta na forma conjugada. Em condigdes in vitro, o AIA é degradado por
uma variedade de agentes, que incluem: a luz visivel, acidos, radiaces ultravioleta e
ionizante; enquanto que no vegetal o AIA é inativado concomitantemente com a acéo
promotora do crescimento. Sua degradacdo ocorre por oxidacdo, que pode ocorrer tanto
na cadeia lateral (com descarboxilacdo) quanto no anel indélico (sem descarboxilagdo). A
descarboxilagdo oxidativa do AIA é catalisada por enzimas do tipo peroxidase (AlA-
oxidase), estas existem em numerosas formas isoenziméticas nas plantas.

O AIB, além de agir como auxina, pode ser ele proprio uma forma de

armazenamento de AIA, jA que, por um mecanismo de oxidacdo que ocorre nos
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peroxissomos, esse composto pode se converter em AlA livre (Bartel et al., 2001). Desta
forma, explica-se os maiores IVEs observados nos tratamentos contendo AIA na forma
isolada e associada com é&cido cafeico e floroglucinol, ndo sendo observado o efeito
acelerador do AIB descrito por Zanol et al. (1998).

Quanto ao comprimento radicular, nos tratamentos contendo AIB e floroglucinol,
foram superiores, diferindo significativamente dos demais tratamentos com média de
7,07 cm e 8,42 cm respectivamente (Tabela 2). Nos tratamentos contendo AIB isolado e
combinado com floroglucinol o comprimento das raizes superou os tratamentos contendo
AIA na forma isolada e combinada com 4&cido cafeico, com excecdo do tratamento
contendo AIA e 1,5 uM de acido cafeico; o meio composto por AIA e floroglucinol 3,0
uM promoveu a superioridade significativa deste com relagdo aos demais compostos por
AlA isolado e combinado com &cido cafeico (Tabela 2).

Tabela 2. Comprimento (cm) do sistema radicular da variedade de cana-de-aclicar RB 92579
apés 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas
concentragdes de acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas _
Acido cafeico Floroglucinol
(3,0 M) 0
1,5 uM 3,0 uyM 1,5 uM 3,0 uyM
AlA* 4,138 Db* 5,664 BCa 5,377 Cb 6,160 Bb 7,540 Aa
AIB 6,010 Ba 5,550 Ba 6,110 Ba 7,070 Aa 8,420 Aa
Testemunha=4,77 > T, CV% =9,94

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.

Avaliando o desenvolvimento in vitro de hipocdtilos de feijdo (Phaseolus aureus),
Batish et al., (2008) obtiveram maior comprimento radicular (7,73 cm) utilizando acido
cafeico na concentracdo de 1 uM; sendo este valor inferior a maior média obtida nesse
experimento. Ja Sharifian et al., (2009) trabalhando com enraizamento in vitro de
nogueira persa (Juglans regia) obtiveram cerca de 0,35 cm utilizando 1 mM de

floroglucinol isoladamente. Segundo Grattapaglia & Machado (1998) as diferencas de
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resultados, quanto a acdo de fendis sobre a indugdo de raizes adventicias in vitro estdo
relacionadas aos fatores genéticos, condicdes fisiologicas da planta e ao tempo de
exposicao dos explantes a acdo de fendis e auxinas. McCown (1988) relata que o efeito
dos compostos fendlicos como o floroglucinol, &cido cafeico dentre outros; sdo
sinergisticos com auxinas, porém a resposta € dependente do genotipo e de pré condi¢des
da cultura.

A adigdo de acido cafeico ou floroglucinol em conjunto com AIA (3,0 uM) nas
concentragdes de 1,5 uM ou 3,0 uM ndo proporcionou diferenga significativa quanto ao
peso fresco das raizes. No entanto, o tratamento contendo AIB e acido cafeico 3,0 uM
promoveu maior ganho de biomassa radicular, com média de 0,057 g sendo superior
estatisticamente a todos os tratamentos (Tabela 3). Resultados analogos foram obtidos
por Wu et al., (2007) ao trabalharem com enraizamento in vitro de Proctea cynaroides
utilizando meio MS acrescido de 50 mg I"* de 4cido 3,4-dihidroxibenzéico por 20 dias.
No entanto, 0 ganho m&ximo de biomassa fresca radicular (0,26 g) foi obtido com 100
mg L™ deste cofator. Assim, temos uma estreita relagdo entre a estimulagdo e inibigdo
para indugdo da rizogénese em diversas espécies, sendo a concentracdo e o tipo do
composto fendlico empregado fatores decisivos para o processo de enraizamento in vitro.

Tabela 3. Peso fresco (g) radicular da variedade de cana-de-aglcar RB 92579 apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de acido
cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas _ i i
Acido cafeico Floroglucinol
3,0 pM) 0
1,5 uM 3,0 uyM 1,5 M 3,0 uyM
AlA* 0,016 Aa* 0,014 Ab 0,022 Ab 0,028 Aa 0,019 Aa
AIB 0,013 Ba 0,030 Ba 0,057 Aa 0,021 Ba 0,024 Ba
Testemunha =0,015> T, T, CV% =994

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.
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O emprego do AIA em conjunto com 3,0 uM de floroglucinol proporcionou maior
altura da parte aérea (22,21cm) embora ndo tenha diferenciado significativamente da
combinagdo de AIA e 3,0 uM de acido cafeico (Tabela 4; Figura 4). Todavia, foi superior
estatisticamente aos tratamentos contendo AlA isoladamente (T1), AIA e &cido cafeico
1,5 uM (T2), AIA e floroglucinol 1,5 uM; e a todos os tratamentos contendo AIB isolado
ou combinado com &cido cafeico e floroglucinol. J& Batish et al., (2008) obtiveram
20,21cm de parte aérea em mudas de feijdo (Phaseolus aureus) cultivadas in vitro
utilizando 1 puM de acido cafeico, este valor é analogo ao obtido neste experimento
(20,47cm); no entanto utilizando 1,5 pM de acido cafeico em conjunto com AIA (T2).
Ainda sim, os autores observaram o efeito inibitério do crescimento do &cido cafeico
sobre as mudas de feijdo, descritos por Rice (1984); Blum (1996); Einhellig (1996);
Mizutani (1999) os quais relatam efeitos inibitorios do &cido cafeico na germinacéo de

sementes e crescimento de diversas espécies vegetais.

Tabela 4. Comprimento (cm) da parte aérea da variedade de cana-de-aglicar RB 92579 ap6s 30
dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de
acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas _
Acido cafeico Floroglucinol
(3,0 pM) 0
1,5 uM 3,0 uM 1,5 uM 3,0 uM

AlA* *

17,200 Ca 20,470 Ba 21,350 ABa 20,530 Ba 22,210 Aa
AlB 15,340 Ch 18010 Ab 18,495 Ab 15400Bb 18,350 Ab
Test = 13,20 < todos 0s _
tratamentos CV% =6,26

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.
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Figura 4. Comprimento da parte aérea da variedade de cana-de-agticar RB 92579 apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de acido
cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

Quanto a biomassa fresca da parte aérea, ndo se observou diferenca significativa
entre os tratamentos contendo AIA isolado ou combinado com &cido cafeico ou
floroglucinol (1,5 uM ou 3,0 uM) (Tabela 5). J4 o emprego do AIB combinado com
acido cafeico (3,0 uM) proporcionou resultado significativo, sendo superior aos demais
tratamentos (0,338 g) (Tabela 5). Esses valores s@o superiores aos obtidos por Rodriguez
et al., (2008) ao trabalharem com micropropagacdo de cana-de-agUcar em biorreatores de
imersdo temporéria (BIT), os quais obtiveram média de 0,31g de biomassa fresca de parte
aérea de cana-de-agucar apds 45 dias em meio de cultivo acrescido de 2,88 uM de acido

giberélico.
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Tabela 5. Peso fresco (g) da parte aérea da variedade de cana-de-aglcar RB 92579 ap6s 30 dias
de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de acido
cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha)

Cofatores fenélicos

Auxinas
Acido cafeico Floroglucinol
3,0 nM) 0
1,5 uM 3,0 M 1,5 tM 3,0 uM
AlA* N
0,101 Aa 0.117 Aa 0,121 Ab 0,079 Ab 0,109 Ab
AlB 0,086 Da 0110CDa 0,338 Aa 0,184 BCa 0.2250 Ba
Test=0,087>T4Te CV% = 11.14

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.

O tratamento contendo AIB associado a 3,0 uM de 4acido cafeico promoveu maiores
medias quanto ao nimero de perfilhos enraizados ou ndo, sendo superiores aos demais
tratamentos. O emprego do AIA na forma isolada ou em conjunto com acido cafeico ou
floroglucinol ndo proporcionou diferenca significativa com relagdo ao nimero de

perfilhos e nimero de perfilhos enraizados (Tabela 6 e 7).

Sharifian et al., (2009) trabalhando com enraizamento in vitro de nogueira persa
(Juglans regia) obtiveram melhores médias de perfilhos (4,58) utilizando 2 mM de
floroglucinol isoladamente. Dessa forma, essas diferengas de respostas envolvem fatores
especificos, genotipicos, bioquimicos; bem como a concentragdo e o tipo do composto
fenolico utilizado.

Khan et al. (2009), trabalhando com a micropropagacao de trés gen6tipos de cana-
de-acucar obtiveram resultado superior (3,5 perfilhos/planta), todavia a melhor média de
perfilhamento (5,83 perfilhos/planta) foi obtida para o tratamento contendo 1,0 mg L™
BAP + 0,1 mg L™ GAz. Roy & Kabir (2007), trabalhando com a micropropagacgio da
variedade Isd 32 obtiveram cerca de 17 perfilhos/planta com a concentragdo de 1,5 mg L’

'de BA +0,5 mg L™ de ANA.
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Tabela 6 Numero de perfilhos da variedade de cana-de-aglicar RB 92579 apds 30 dias de cultivo
in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de acido cafeico ou
floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas

Acido cafeico Floroglucinol
(3,0 pM) 0

1,5 uM 3,0 uM 1,5 uM 3,0 uM
AlA* *
0,950 Aa 1,225 Aa 1,000 Ab 0,500 Ab 0,600 Ab

AlB 0,700 Ba 0,700 Ba 1,900 Aa 1,200 ABa 1,300 ABa
Test = 0,6 < todos 0s _
tratamentos CVv% =12,89

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.

Tabela 7. Numero de perfilhos enraizados da variedade de cana-de-aglicar RB 92579 apds 30
dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de
acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas
Acido cafeico Floroglucinol
(3,0 uM) 0
1,5 uM 3,0 tM 1,5 uM 3,0 uM
AlA* N
0,500 Aa 0,800 Aa 0,200 Ab 0,300 Ab 0,500 Aa
AlB 0,400 Ba 0,600 Ba 1,400 Aa 1,000 ABa 1,000 ABa
Test=06>T1, Ts, Ta To. To. CV% = 10,74

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e mintsculas nas colunas néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.

Quanto ao nimero de folhas, os tratamentos contendo AIA na forma isolada ou
combinado com &cido cafeico 1,5 uM e floroglucinol (1,5 uM ¢ 3,0 uM) néo diferiram
significativamente entre si, diferindo apenas de T3 (AIA + acido cafeico 3,0 uM); no

entanto, o tratamento 1 (AlA) proporcionou a maior média (5,46 folhas) (Tabela 8).
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J&4 o emprego do AIB isolado ou em conjunto com &cido cafeico ndo promoveu
diferencas significativas para esta varidvel. Nesses resultados, ndo observou-se acdo
benéfica da adicdo ao meio de cultivo de compostos fendlicos para este pardmetro.

Dados superiores para esta variavel foram obtidos por Khan et al. (2008), com
media de 5,66 folhas na micropropagacéo das variedades de cana-de-agucar CP-77-400 e
CPF-237. Esses resultados, entretanto, foram obtidos em meios contendo 1,0 mg L Kin

+0,1 mgL™* GA.

Tabela 8. Niumero de folhas da variedade de cana-de-agicar RB 92579 ap6s 30 dias de cultivo in
vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentra¢des de acido cafeico ou
floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

. Cofatores fenélicos
Auxinas

(3.0 M) 0 Acido cafeico Floroglucinol

1,5 uM 3,0 uyM 1,5uM 3,0 uM
AlA* 5,468 Aa* 5,000 ABa 4,466 Ba 4,700 ABa 4,600 ABa
AIB 4,500 Ab 4,500 Aa 4,700 Aa 4,700 Aa 4,800 Aa
Test = 4,47>T;, T, CV% = 15,16

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e mintsculas nas colunas néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas.
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TEOR DE FENOIS TOTAIS, ATIVIDADE DA PEROXIDASE (E.C. 1.11.1.7) E

DA POLIFENOLOXIDASE (E.C. 1.14.18.1)

O tratamento com adicdo de AIA foi superior quanto ao teor de fendis nas plantas
de todos os tratamentos envolvendo esta auxina combinada com &cido cafeico e
floroglucinol, e ao tratamento envolvendo apenas AIB (Tabela 9). O tratamento contendo
AIB em conjunto com 3,0 uM de floroglucinol apresentou maior teor de fenodis sendo
superior aos demais tratamentos envolvendo esta auxina isolada ou associada com &acido

cafeico (1,5 uM e 3,0 uM) e floroglucinol (1,5 uM) (Tabela 9).

As maiores médias de fenois coincidiram com 0s maiores percentuais de
enraizamento observados nesse experimento (Tabela 1) e variaram inversamente quanto a
atividade da peroxidase e da polifenoloxidase (Figura 5); a peroxidase apresentou
atividade significativa no tratamento envolvendo AIA e écido cafeico 1,5uM sendo

superior aos demais tratamentos (Tabela 10).

Tabela 9. Teor de fendis totais expresso mg/g de tecido vegetal fresco da variedade de cana-de-
aclcar RB 92579 ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB ¢
distintas concentragdes de acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes
(Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas _
Acido cafeico Floroglucinol
(3,0 M) 0
1,5 uM 3,0 uyM 1,5uM 3,0 uM
AlA* 49.2856 Aa 7.3709 Cb 8.6447 Cb 11.6978 Bb 8.0659 Cb
AIB 5.6078 Bb 11.2510 Ba 12.7034 Ba  18.6540 Ba 49.2014 Aa

Test = 6.697 >Ts.

*Meédias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade. Letras maiGsculas comparam colunas e as
letras mindsculas comparam linhas (Interacdo reguladores x Compostos fendlicos).
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A menor atividade da peroxidase foi verificada nos tratamentos contendo 3,0 pM
de floroglucinol associados & AIA ou AlB (Tabela 10, Figura 5B); resultados analogos a
este foram mencionados por Zanol et al., (1998) ao utilizar AIB juntamente com
floroglucinol no enraizamento in vitro de porta enxerto de macieira. Porém, os autores
relatam aumento significativo da peroxidase mediante utilizagdo isolada de floroglucinol
num gradiente de 0 a 162 mg/L. De acordo com alguns pesquisadores (Davis et al., 1988;
De Klerk et al., 1999; Gur et al., 1988), o floroglucinol é mencionado exclusivamente
como promotor do enraizamento adventicio e inibidor da AlA-oxidase.

A polifenoloxidase, apresentou atividade significativa no tratamento composto por
AlA e floroglucinol 1,5 uM sendo superior aos demais tratamentos. O emprego de AIA
isolado ou combinado com os fendis (acido cafeico e floroglucinol) proporcionou um
incremento na atividade da polifenoloxidase, nestes tratamentos diferenciando-os dos que

continham AIB na forma isolada e combinada com fendis (Tabela 11).

Tabela 10. Atividade da peroxidase (POD) expressa em U/mg de proteina da variedade de cana-
de-aglcar RB 92579 ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 pM de AIA ou AIB ¢
distintas concentragdes de acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes
(Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas _ : :
Acido cafeico Floroglucinol
3,0 pM) 0
1,5 uM 3,0 uM 1,5uM 3,0 uM
AlA* 20921 Da * 42096 Aa 37671 Ba 22287 Ca 13991 Eb
AIB 15940 Db 17990 Ab 17644 Bb 12653 Eb 17186 Ca
Test = 24276 > T,, T4' T5, T6,
T7' T8, Tgv T]_O.

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam colunas e as letras minlsculas comparam linhas
(Interacdo reguladores x Compostos fenolicos).
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Tabela 11. Atividade da Polifenoloxidase (PPO) expressa em U/mg de proteina da variedade de
cana-de-aclcar RB 92579 ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou
AIB e distintas concentracbes de &cido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses
constituintes (Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas _
Acido cafeico Floroglucinol
3,0 pM) 0
1,5 uM 3,0 uyM 1,5 M 3,0 uyM
AlA* 11498 Da * 16712 Ba 16127 Ca 16952 Aa 10970 Ea
AIB 11060 Bb 11318 Ab 9846 Eb 9877 Db 9975 Ch
Test = 12389 > T4, Ts, Tg, T,
T8, T9,T10-

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam colunas e as letras minulsculas comparam linhas
(Interacdo reguladores x Compostos fenolicos).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), o papel dos compostos fendlicos
seria 0 de auxiliar na manutengdo de elevados teores enddgenos de AlA, agindo como
antioxidantes inibindo a oxidagdo do AIA (Debergh & Read, 1991). Wilson & Van
Staden (1990) e Hausman (1993) propuseram que a capacidade de alguns fendlicos
(polifendis) em promover a formacéo de raizes adventicias seria por inibic8o da oxidagéo
da auxina e reagdes de oxidacdo em geral, mantendo a célula em estado reduzido e,
assim, permitir a diviséo celular.

Segundo Souza & Pereira (2007), os compostos fendlicos podem agir como
protetores de auxinas enddgenas, servindo de substrato alternativo para a AlA-oxidase,
enzima esta pertencente ao grupo das peroxidases.

As peroxidases atuam na biossintese do etileno, na lignificacdo, além da destrui¢do
das auxinas, devido ao fato de estas se apresentarem em muitas formas moleculares

participando de diferentes reagdes bioquimicas (Dencheva & Klisurka, 1982).
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Segundo Svalheim & Robertsen (1990), os fendlicos como o &cido cafeico,
constituem um grupo de substancias de grande espectro no metabolismo vegetal, sendo os
substratos especificos das peroxidases e um dos substratos das polifenoloxidases (Gomes
et al., 2001); estes compostos atuam na regulagdo da organogénese, interagindo com
reguladores de crescimento (Ozyigit et al., 2007). Segundo Musacchi, (1994) possuem
atividade reguladora auxinica, sendo suficientes para regular a sintese de AlA-oxidase
inibindo assim a oxidagdo do AlIA promovendo o crescimento das plantas.

Assim, explica-se o balango inversamente proporcional da atividade da peroxidase
em relacdo ao teor de fendis obtidos nesse trabalho. Confirmando-se assim, os resultados
obtidos previamente por Kanmegne & Omokolo (2003) trabalhando com enraizamento in

vitro de Xanthosoma sagittifolium L. em meio suplementado com 5 uM de ANA por 20

dias. Desse modo, sugere-se que tais compostos estdo interrelacionados, podendo ser
importantes marcadores fisioldgicos e bioquimicos da rizogénese (Thorpe & Meyer,
1974; Syros et al., 2004; Metaxas et al., 2004).

O maior teor de fendis bem como as maiores atividades da peroxidase e
polifenoloxidase foram observadas na parte radicular quando comparado com a parte
aérea em todos tratamentos desse experimento (Figura 5B,5C); no entanto a atividade da
peroxidase e da polifenoloxidase foi maior na parte aérea no tratamento contendo apenas
auxinas; e a atividade da polifenoloxidase foi maior para a parte aérea, para o tratamento
contendo floroglucinol 3,0 uM (Figura 5A).

A maior atividade da peroxidase foi observada no tratamento envolvendo 3,0 uM
de acido cafeico (Figura 5B), dessa forma esse composto juntamente com AIB
proporcionaram maior ganho de biomassa fresca da parte aérea e radicular (Tabelas 4 e

5), assim, sugere-se o envolvimento da peroxidase como sinalizadora de processos
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morfogénicos descritos previamente por Gaspar et al., (1982) e posteriormente
confirmados por Mato et al., (1988) e Amarante et al., (2001). No entanto, a atividade
desta enzima pode ser alterada sob condigdes de estresse oxidativo, fato este constatado
por Batish et al., (2008) ao trabalhar com mudas de feijdo (Phaseolus aureus) in vitro
utilizando diversas concentracdes de acido cafeico (1-1000 uM) no meio de cultivo,
sendo a concentragdo de 100 uM a que proporcionou aumento significativo na atividade

da peroxidase e polifenoloxidase e efeitos inibitorios na morfogénese dos brotos.
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Figura 5. Teor de fendis (A); atividade da peroxidase - POD (B); e atividade da polifenoloxidase
- PPO (C) na variedade de cana-de-aclcar RB 92579 apds 30 dias de cultivo in vitro em meio MS
com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes de acido cafeico ou floroglucinol em
auséncia desses constituintes (Controle). *Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade.
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ATIVIDADE ESPECIFICA DA CATALASE (E.C. 1.11.1.6)

Os tratamentos contendo AIA em conjunto com 3 uM de floroglucinol (T4) e AIB
contendo 1,5 uM de floroglucinol (T9), proporcionaram maior atividade da catalase
sendo significativamente superiores aos demais tratamentos. Os tratamentos contendo
apenas AIA e AIB combinado com 3,0 uM de floroglucinol promoveram menor
atividade da catalase (Tabela 12). Observou-se um aumento na atividade da catalase, em
resposta ao aumento da concentracdo do &cido cafeico e floroglucinol nos tratamentos
envolvendo o AlA isolado ou combinado com os compostos fendlicos e os tratamentos
envolvendo AIB de forma isolada e combinado com &cido cafeico. No entanto, os
tratamentos envolvendo AIB e floroglucinol ndo seguiram essa tendéncia (Tabela 12).
Singh (2008), trabalhando com acido cafeico como inibidor do enraizamento in vitro,
observou tendéncia similar quanto ao aumento na atividade de enzimas sequestradoras de
ROS como a catalase, em resposta ao aumento na concentragdo do &cido cafeico. Este
aumento na atividade de enzimas antioxidante estd de acordo com estudos anteriores
onde sdo mencionados que os &cidos fendlicos aumentam a atividade de enzimas anti-

oxidantes (Baziramakenga et al., 1995; Ju et al., (2007).

Tabela 12. Atividade da Catalase (CAT) expressa em U/mg de proteina da variedade de cana-de-aglcar RB
92579 apds 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB e distintas concentragdes
de acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes (Testemunha).

Cofatores fenélicos

Auxinas _ : :
Acido cafeico Floroglucinol
3,0 pM) 0
1,5 uM 3,0 uM 1,5uM 3,0 uM
AlA* 1511 Eb* 2234 Db 3678 Ba 3338Ch 3938 Aa
AIB 2783 Da 2836 Ca 3247 Bb 3932 Aa 1512 Eb

Test=1700 > T e Tqo.

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade.
Letras mailsculas comparam colunas e as letras mindsculas comparam linhas (Interagdo reguladores x
Compostos fendlicos).
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As plantas dos tratamentos contendo AIA apresentaram maior atividade da catalase
na parte radicular, e aquelas dos tratamentos contendo AIB apresentaram maior atividade
enzimética na parte aérea sendo ambos os tratamentos estatisticamente superiores aos
demais (Tabela 13). J& nos tratamentos contendo 1,5 uM de floroglucinol, foram
registrados 0s maiores valores de atividade enzimatica na parte aérea, sendo
estatisticamente superiores, enquanto que na parte radicular o tratamento envolvendo 3,0
uM de acido cafeico foi significativamente superior aos demais (Tabela 14).

Tabela 13. Atividade da Catalase (CAT) expressa em U/mg de proteina da variedade de cana-de-
aclcar RB 92579 ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB ¢
distintas concentragdes de acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes
(Testemunha).

Auxinas Partes da planta

(3,0 uM) Parte aérea Raizes
AlA* 2526 Bb* 3353 Aa
AlIB 3006 Aa 2718 Bb

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam colunas e as letras mindsculas comparam linhas
(Interagdo reguladores x Interacdo partes da planta).

Tabela 14. Atividade da Catalase (CAT) expressa em U/mg de proteina da variedade de cana-de-
aclcar RB 92579 ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com 3,0 uM de AIA ou AIB ¢
distintas concentragcdes de acido cafeico ou floroglucinol e em auséncia desses constituintes
(Testemunha) (PA — Parte aérea; PR — Parte radicular).

Partes Cofatores fendlicos
Planta 0 Acido cafeico Floroglucinol

1,5 uM 3,0 uyM 1,5 uM 3,0 utM
PA* 2099 Be * 2348 Bc 2959 Bb 4087 Aa 2335 Bd
PR 2194 Ae 2723 Ad 3965 Aa 3183 Bb 3114 Ac
I’gigiﬁn:t 01;00 < todos 0s Test PR = 1476 < todos os tratamentos.

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam linhas e as letras minGsculas comparam colunas
(Interacdo partes da planta x Compostos fenolicos).
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CONCLUSOES GERAIS

Doze subcultivos reduz a capacidade de enraizamento in vitro da variedade RB

92579 quando comparado com seis subcultivos.

O tratamento contendo 3,0 uM de AIB e 3,0 uM de acido cafeico é o mais
indicado para inducéo de enraizamento do genétipo RB 92579, bem como para obtencéo

de mudas com potencial para a aclimatizag&o.

O é&cido cafeico induz o aumento da atividade da peroxidase e da polifenoloxidase
apenas no sistema radicular que coincide com maior enraizamento e ganho de massa

fresca da parte aérea e raizes.
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6. ANEXOS

PLANT CELL CULTURE & MICROPROPAGATION

NORMAS PARA PUBLICACAO DE ARTIGOS E COMUNICACOES CIENTIFICAS
(Revisado 10/04/08)

A revista “Plant Cell Culture & Micropropagation” é editada semestralmente pela Editora da
Universidade Federal de Lavras (Editora UFLA), publica artigos cientificos e comunicaces cientificas da
area de cultura de tecidos de plantas, elaborados por membros da comunidade cientifica nacional e
internacional. Nao é cobrada taxa para publicacdo de trabalhos, desde que um dos autores seja socio e
esteja em dia com a ABCTP (Associacdo de Cultura de Cultura de Tecidos de Plantas). E condigdo
fundamental que os artigos/comunicacdes submetidos a apreciagdo da revista “Plant Cell Culture &
Micropropagation” ndo foram e nem seréo publicados simultaneamente em outro lugar. Com a aceitacdo
do artigo para publicagdo, os editores adquirem amplos e exclusivos direitos sobre o artigo para todas as
linguas e paises. A publicacdo de artigos/comunicaces dependera da observancia das Normas Editoriais,
dos pareceres do Corpo Editorial e da Comissdo ad hoc. Todos os pareceres tém carater sigiloso e
imparcial, e tanto os autores quanto os membros do Corpo Editorial e/ou Comissdo ad hoc ndo obtém
informacdes identificadoras entre si.

Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos e comunicagdes serdo de inteira responsabilidade

do(s) autor(es).

1. SUBMISSAO:

Cada trabalho devera ter no maximo 14 paginas e junto do mesmo devera ser encaminhado oficio
dirigido ao Editor Chefe da revista, solicitando a publicagdo do artigo.

Esse oficio devera conter o pedido de apreciacdo na revista ao editor chefe, a declaragdo de ser um
trabalho original e ndo ter sido submetido a nenhuma outra revista, ser assinado por todos 0s autores,
constar o endereco completo, telefone e e-mail de todos. Qualquer inclusdo, exclusdo ou alteragdo na ordem
dos autores, deverd ser notificada mediante oficio assinado por todos os autores (inclusive do autor
excluido).

Originais: quatro vias impressas em e uma via em CDR, com texto e ilustragdes e graficos. Das 4 vias
impressas apenas 1 deve conter os nomes completos dos autores e rodapé na primeira pagina.

Processador de texto: Word for Windows (version 98, 2000, XP ou 2003)

Redigido em portugués, inglés ou espanhol

Espacamento do texto: Duplo. Margens: esquerda (3cm), direita (2cm), inferior e superiores (2,5cm).
Cabecalho e Rodapé (2,5cm).

Papel: formato A4

Fonte: Times New Roman, tamanho 12

NUmero de paginas: até 14 paginas, numeradas consecutivamente, incluindo as ilustracfes

Tabelas: devem fazer parte do corpo do artigo e ser apresentadas no modulo tabela do Word. O titulo deve
ficar acima.

Gréficos, Figuras e Fotografias: devem ser apresentados em preto e branco, nitidos e com contraste,
escaneados, inseridos no texto apOs a citagdo dos mesmos e também em um arquivo a parte, salvos em
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extensdo “tif” ou “jpg”, com resolucdo de 300 dpi. Os graficos devem vir também em excel, com letra
Times New Roman, tamanho 10, sem negrito; sem caixa de textos e agrupadas. em arquivo a parte.
Simbolos e Formulas Quimicas: deverdo ser feitos em processador que possibilite a formatagéo para o
programa Page Maker, sem perda de suas formas originais.

2. ESTRUTURA E ORGANIZACAO
2.1. O artigo cientifico deve ser apresentado na seguinte seqiiéncia:
TITULO

Suficientemente claro, conciso e completo, evitando-se palavras supérfulas, em letras maiUsculas,
centralizado, em negrito, em portugués e inglés.

AUTORES
Méximo de 6 autores
Nomes completos sem abreviagdo, com chamada para nota de rodapé da primeira pagina em apenas 1 das 4
vias do manuscrito
Rodapé deve conter: titulagdo — instituicdo a que o autor esta filiado — endereco da instituicdo — CEP -
cidade, estado — endereco de e-mail, do respectivo autor.

RESUMO

Deve condensar, em um Unico paragrafo, o contetido, expondo objetivos, materiais e métodos, 0s
principais resultados e conclusbes em ndo mais do que 250 palavras. De acordo com as normas da
NBR6028

Termos para indexagdo : no minimo de trés e maximo de cinco. Nao devem repetir os termos que se
acham no titulo, podem ser constituidas de expressdes curtas e ndo so de palavras e devem ser separadas
por virgula. Se possivel, extraidas do vocabulario: Thesagro — Thesaurus Agricola Nacional, desenvolvido
pela CENAGRI (indicacdo da revista “Plant Cell Culture & Micropropagation”para evitar o uso de
varios sindnimos como termos de indexacao)

ABSTRACT

Além de seguir as recomendacgbes do resumo, ndo ultrapassando 250 palavras, deve ser uma
traducédo préxima do resumo.
Index terms: representam a traducédo das palavras-chave para a lingua inglesa.

INTRODUCAO

Deve apresentar uma visdo concisa do estado atual do conhecimento sobre o assunto, que o
manuscrito aborda e enfatizar a relevancia do estudo, sem constituir-se em extensa revisdo e, na parte
final, os objetivos da pesquisa. Deve incluir a revisao de literatura.

MATERIAL E METODOS
Esta secdo pode ser dividida em subtitulos, indicados em negrito.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Podem ser divididas em subse¢des, com subtitulos concisos e descritivos, e conter tabelas e
figuras.

CONCLUSOES

Finalizar com os resultados de acordo com os objetivos do trabalho
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AGRADECIMENTOS

Se for o0 caso ao fim do texto, e antes das Referéncias Bibliograficas, a pessoas ou institui¢des. O
estilo, também aqui, deve ser sdbrio e claro, indicando as razdes pelas quais se fazem os agradecimentos

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Devem seguir as normas para citacdo no texto e na se¢ao propria.

2.2. A comunicagcdo cientifica deve ser apresentada na seguinte sequiéncia:
TITULO

Suficientemente claro, conciso e completo, evitando-se palavras supérfluas, em letras maiUsculas,
centralizado, em negrito, em portugués e inglés.

AUTORES
Méximo de 6 autores
Nomes completos sem abreviagdo, com chamada para nota de rodapé da primeira pagina em apenas 1 das 4
vias do manuscrito
Rodapé deve conter: titulagdo — instituicdo a que o autor esta filiado — enderego da instituicdo — CEP —
cidade, estado — endereco de e-mail, do respectivo autor.

RESUMO

Deve condensar, em um Unico paragrafo, o contetido, expondo objetivos, materiais e métodos, 0s
principais resultados e conclusbes em ndo mais do que 250 palavras. De acordo com as normas da
NBR6028
Termos para indexagdo : no minimo de trés e maximo de cinco. Ndo devem repetir os termos que se
acham no titulo, podem ser constituidas de express@es curtas e ndo so de palavras e devem ser separadas
por virgula. Se possivel, extraidas do vocabulario: Thesagro — Thesaurus Agricola Nacional, desenvolvido
pela CENAGRI (indicacdo da revista “Plant Cell Culture & Micropropagation” para evitar o uso de
varios sinénimos como termos de indexacao)

ABSTRACT

Além de seguir as recomendacgbes do resumo, ndo ultrapassando 250 palavras, deve ser uma
traducédo préxima do resumo.
Index terms: representam a traducédo das palavras-chave para a lingua inglesa.

Texto: sem subdivisdo, porém com introducdo, material e métodos, resultados e discussdo (podendo conter
tabelas e graficos e conclusdo subentendidas.
AGRADECIMENTOS

Se for o0 caso ao fim do texto, e antes das Referéncias Bibliograficas, a pessoas ou institui¢des. O
estilo, também aqui, deve ser s6brio e claro, indicando as raz8es pelas quais se fazem os agradecimentos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Devem seguir as normas para citacdo no texto e na se¢éo propria.
3. CASO O ARTIGO CONTENHA FOTOGRAFIAS, GRAFICOS, FIGURAS, SIMBOLOS E
FORMULAS, ESSAS DEVERAO OBEDECER AS SEGUINTES NORMAS:
3.1 Fotografias deverdo ser apresentadas em preto e branco, nitidas e com contraste, inseridas no texto

apos a citagcdo das mesmas e também em um arquivo a parte, salvas em extensdo “TIFF” ou “JPEG”
com resolucdo de 300 dpi.
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3.2 Figuras deverao ser apresentadas em preto e branco, nitidas e com contraste, inseridas no texto apés a
citacdo das mesmas e também em um arquivo a parte, salvas em extensédo “TIFF” ou “JPEG” com
resolugdo de 300 dpi. As figuras deverdo ser elaboradas com letra Times New Roman, tamanho 10, sem
negrito; sem caixa de textos e agrupadas.

3.3 Gréficos deverdo ser inseridos ap6s citagdo dos mesmaos, dentro do proprio texto, elaborado
preferencialmente em Excel, com letra Times New Roman, tamanho 10, sem negrito; sem caixa de
textos e agrupadas.

3.4 Simbolos e Férmulas Quimicas deverao ser feitas em processador que possibilite a formatagdo para o
programa Page Maker (ex: MathType, Equation), sem perda de suas formas originais.

OBS: A formatacdo correta é parte imprescindivel para que o trabalho seja devidamente protocolado. Caso
este ndo esteja nas normas, 0 mesmo sera recusado.

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: as referéncias bibliograficas devem ser citadas conforme a
NBR6023/2002 da ABNT.

A exatiddo das referéncias constantes da listagem e a correta citacdo no texto séo de responsabilidade
do(s) autor(es) do artigo.

4.1. Orientaces gerais:

- Deve-se apresentar todos os autores do documento cientifico (fonte);

- O nome do periodico deve ser descrito por extenso, ndo deve ser abreviado;

- Em todas as referéncias deve-se apresentar o local de publicacdo (cidade), a ser descrito no lugar
adequado para cada tipo de documento;

- As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente.

4.2. Exemplificacao (tipos mais comuns):

ARTIGO DE PERIODICO:

VIEIRA, R. F.; RESENDE, M. A. V. de. Epocas de plantio de ervilha em Patos de Minas, Uberaba e
Janalba, Minas Gerais. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 24, n. 1, p. 74-80, jan./mar. 2000.

LIVRO:

a) livro no todo:

STEEL, R. G. D.; TORRIE, J. H. Principles and procedures of statistics. New York: McGraw-Hill Book,
1960. 481 p.

b) Parte de livro com autoria especifica:

FLEURY, J. A. Andlise ao nivel de empresa dos impactos da automacdo sobre a organizagdo da produgdo
de trabalho. In: SOARES, R. M. S. M. Gestao da empresa. Brasilia: IPEA/IPLAN, 1980. p. 149-159.

c) Parte de livro sem autoria especifica:

MARTIM, L. C. T. Nutricdo de bovino de corte em confinamento. In: . Confinamento de bovino
de corte. 2. ed. Sdo Paulo: Nobel, 1986. cap. 3, p. 29-89.

DISSERTACAO E TESE:

CON(;ALVES, R. A. Preservagdo da qualidade tecnoldgica de trigo (Triticum aestivum L.) e controle
de Rhyzopertha dominica (F.) durante o armazenamento em atmosfera controlada com Co2 e N2.
1997. 52 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
1997.

MATIOLI, G. P. Influéncia do leite proveniente de vacas mastiticas no rendimento de queijo frescal.

2000. 55 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2000.
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Nota: “A folha é composta de duas paginas: anverso e verso. Alguns trabalhos, como teses e dissertacdes
S30 impressos apenas No anverso e, neste caso, indica-se f.” (ABNT, NBR6023/2002, p. 18).
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