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“Querem que vos ensine o modo de chegar a ciéncia verdadeira? Aquilo que se
sabe, saber que se sabe; aquilo que ndo se sabe, saber que ndo se sabe; na verdade

é este o saber”.
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RESUMO

A presente pesquisa visou avaliar respostas morfofisiolégicas e bioquimicas em
plantas de cana-de-acucar (Saccharum spp) e em plantas de palma forrageira
(Opuntia stricta Haw) em funcéo da exposicao a diferentes tipos e concentracdes de
citocininas durante a micropropagacao dessas espécies. As citocininas sao
reguladores de crescimento que sdo amplamente empregadas na fase de
multiplicagdo por induzir a quebra da dominéncia apical, estimulando a divisdo
celular e a brotagdo de gemas laterais. A 6-benzilaminopurina (BAP) é a citocinina
mais utilizada na inddstria de micropropagacdo devido a sua efetividade e
acessibilidade, porém pode acarretar crescimento anormal em algumas plantas. Um
tipo de citocinina aromatica ndo convencional, a meta-topolina (mT), tem sido
alternativa ao uso do BAP a fim de reduzir o aparecimento de desordens
morfofisioldgicas. Anomalias morfofisiologicas como fasciacdo em cana-de-acucar e
hiperidricidade, em palma forrageira, sdo problemas atribuidos ao efeito do excesso
ou tempo de exposicao prolongado ao BAP. O trabalho foi desenvolvido no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais’lUFRPE com colaboragcédo da Biofabrica
Governador Miguel Arraes/CETENE. Plantas de cana-de-acucar variedade RB98710
foram cultivadas em sistema estatico liguido em diferentes concentracbes de
citocininas (6,66 umol L™ de BAP; 5 pmol L™ de BAP ou mT). Brotacdes de palma
forrageira, cultivar Orelha de Elefante Mexicana cultivadas in vitro foram utilizadas
na obtencdo de unidades propagativas. Os tratamentos consistiram em dois tipos de
citocininas, BAP e mT nas concentracées de 2,22 pmol L™ de BAP, 1,11 umol L™ de
BAP ou 1,11 pmol L™ de mT em sistema estatico em meio liquido ou sélido. Foram
realizadas avaliacdes da taxa de multiplicacdo, matéria fresca, altura, avaliacdo da
atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
catalase (CAT), como também a quantificacdo dos niveis de peroxido de hidrogénio
(H.0,) e malondialdeido (MDA). Em cana-de-agucar foi observado que mT
promoveu maior taxa de multiplicagdo e maior altura de plantas e perfilhos. Foi
observado o papel do peréxido de hidrogénio no crescimento e desenvolvimento
vegetal. As plantas submetidas a maior concentragédo de BAP apresentaram maior
teor de MDA. No cultivo da palma forrageira foi constatado que altas concentragdes
de BAP favoreceu para a reducdo da matéria fresca, bem como da altura das
brotacdes. Houve formacdo de brotos em meio liquido, mesmo que em numero

reduzido quando comparado com o meio sélido. As caracteristicas de hiperidricidade
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foram mais intensas em brotos provenientes do cultivo com BAP. As brotacdes
hiperidricas apresentaram uma coloracdo purpura, principalmente nas podarias. A
apartir desse estudo foi constatado que a variedade de cana-de-acucar RB98710
respondeu de forma favoravel a adicdo de mT. O uso de mT na micropropagacéao da
palma forrageira em meio MS sélido apontam resultados promissores para a

producdo de mudas em larga.escala.

Palavras chaves:, micropropagacdo, anomalias morfofisiologicas, estresse in

vitro,, fasciacdo, hiperidricidade, cana-de-acucar, palma forrageira.
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ABSTRACT

This paper has analyzed the morphophysiological and biochemical responses in
sugarcane plants (Saccharum spp) and cactus pear (Opuntia stricta Haw) in function
of exposition to various kinds and concentrations of cytokinins during these species’
micropropagations. The cytokinins are growth regulators which are largely used in
the multiplication phase to induce breaking of the apical dominance, stimulating cell
division and budding of lateral buds. The 6-benzylaminopurine (BAP) is the most
used cytokinin in the micropropagation industry due to its effectiveness and
accessibility; however it may incur abnormal growth in some plants. A kind of
aromatic, non-conventional cytokinin, the meta-topolin (mT), has been an alternative
to BAP for the purpose of reducing occurrence of morphophysiological disorders.
Morphophysiological anomalies like fasciation in sugarcane and hyperhydricity in
cactus pear, are problems caused by excessive exposure to BAP. The work was
done in the Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais/UFRPE with collaboration of
the Biofabrica Governador Miguel Arraes/CETENE. Sugarcane plants of the
RB98710 variety were grown in static liquid system in various cytokinin
concentrations (6,66 umol L™ of BAP; 5 umol L™ of BAP or mT). Buddings of cactus
pear from variety Orelha de Elefante Mexicana, growth in vitro were used in the
experiment. The treatments consisted in two kinds of cytokinins, BAP and mT in
concentrations of 2,22 pmol L™ of BAP, 1,11 pmol L™ of BAP or 1,11 pmol L™ of mT
in static system in liquid or solid medium. Analysis were realized for multiplication
ratio, fresh matter, height, analysis for enzymatic activity of superoxide dismutase
(SOD), ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT), as well as quantification in
hydrogen peroxidase (H,O,) and malondialdehyde (MDA). In sugarcane it was
observed that the mT promoted the higher rate on multiplication and higher height of
plants and tillers. The role of hydrogen peroxyde in plant growth and development
was observed. The plants submitted to higher BAP concentration displayed a higher
MDA content. In the cactus pear growth it was observed that high concentrations of
BAP favored the reduction of fresh matter, as well as buddings’ height. Formation of
buds in liquid medium happened, in low amounts compared to solid medium. The
hyperhydricity characteristics were more intense in buds grown with BAP. The
hyperhydric buddings displayed a purple coloring, primarily in the podaries. From this

paper it was verified that the sugarcane variety RB98710 responded positively to mT
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addition. The use of mT in cactus pear micropropagation in MS solid medium leads

to promising results for bud production.

Key words: micropropagation, morphophysiological anomalies, in vitro stress,

fasciation, hyperhydricity, sugarcane, cactus pear.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A propagacao clonal de plantas in vitro, ou micropropagacéo, ganhou o status
de uma indastria multibilionaria através do mundo (MEHROTRA et al. 2007).

As taxas de crescimento e multiplicacdo, bem como a qualidade dos brotos
dependem do gendétipo da planta e da composi¢cdo do meio de cultura, em especial,
dos reguladores de crescimento adicionados, os quais tém influéncia sobre a
morfogénese dos tecidos que crescem a partir do explante inicial (AKIN-IDOWU et
al. 2009).

Na micropropagacao de plantas, a rapida producgéo e crescimento de tecidos e
orgdos vegetais se ddo em meio sélido ou liquido em condi¢cdes assépticas, sob
ambiente controlado, visando a producdo de mudas de alta qualidade fisioldgica,
uniformes e livres de doencas (CHANDRA et al. 2010).

A aplicacédo da micropropagacao em larga escala exige que se alcancem altas
taxas de multiplicacdo e para isso, reguladores de crescimento sdo acrescidos ao
meio nutritivo. Citocininas derivadas de purina, amplamente utilizadas na fase de
multiplicacédo, induzem a divisdo celular e estimulam a brotacdo de gemas laterais
por meio da inibicdo da dominéncia apical. A taxa de multiplicagdo das plantas in
vitro é geralmente em funcéo do tipo e da concentracdo de citocinina exdgena, bem
como do tempo de exposicdo do material vegetal a esse grupo de regulador de
crescimento (SAENZ et al. 2010).

Na industria de micropropagacédo a 6-benzilaminopurina (BAP) é a citocinina
mais utilizada devido a sua efetividade e acessibilidade. Entretanto estudos tém
mostrado que 0 excesso ou exposicdo prolongada podem acarretar alteracao
genética e crescimento anormal em algumas plantas (BAIRU et al. 2007), com
efeitos deletérios no enraizamento e aclimatizacdo das plantas ao ambiente ex vitro
pela inibicdo do crescimento ou auséncia total de raiz (VALERO-ARACAMA et al.
2010).

Os protocolos de micropropagacao de plantas visam a rapida multiplicacédo de
plantas e que estas sejam uniformes e com caracteristicas morfofisiolégicas
normais. Entretanto, durante a micropropagacdo de algumas espécies de plantas,
ocorrem distarbios fisiologicos, o que reduz a aplicagdo comercial da
micropropagagcdo em algumas espécies de plantas. Reguladores de crescimento,
em especial as citocininas, estdo relacionadas na ocorréncia de distlrbios

morfofisioldgicos, isto necessita de estudos mais aplicados nas respotas
16



SOUZA, L. M. Uso de citocininas ndo convencionais (meta-topolinas) no controle de anomalias...

morfologicas das plantas a aplicacdo exdgenas desses reguladores (AREMU et al.
2012).

Anomalias  morfofisiolégicas como  entoceiramento  (ou fasciacdo),
hiperidricidade e perda da capacidade morfogénica sdo desordens atribuidas ao
efeito causados pelo uso excessivo ou por longo periodo de exposicao a citocininas.
Hiperidricidade, por exemplo, ja foi demosntrada ser afetada por altas concentracdes
de citocinina (ANDRADE et al., 1999; PHAN, 1991; GRIBAUDO e FRONDA, 1991).

A compreensdo acerca do modo de acdo das citocininas na fisiologia das
plantas, bem como a diferenca entre os varios tipos de citocininas € de fundamental
importancia na otimizacdo de protocolos de micropropagagédo. A busca por
alternativas a fim de resolver diversos problemas associados ao uUso excessivo ou
prolongado de citocininas favoreceu a descoberta de um novo grupo de citocininas
aromaticas, meta — topolinas (mT),as quais tém mostrado resultados promissores na
micropropagacao de plantas (AREMU et al. 2012).

Diversos autores relatam a eficacia de mT em promover 0 aumento na taxa de
multiplicacdo e na qualidade de brotos na aclimatizacdo (ALDELBERG, 2012;
ESCALONA et al. 2003).

Nesse sentido a busca por citocininas alternativas para otimizacdo de
protocolos de micropropagacdo de espécies de interesse econémico, tais como, a
cana-de-acucar e a palma forrageira sdo importantes.

A cultura da cana-de-acucar ndo € tratada apenas como mais um produto
agricola nacional, mas como a mais importante fonte de biomassa energética. O
setor sucroalcooleiro responde por cerca de 1 milhdo de empregos, dos quais 511
mil estdo diretamente envolvidos na producdo de cana-de-agUcar e O restante
distribuido na cadeia de processamento do acucar e etanol. Isso representa 6% dos
empregos na agroindustria nacional (Conselho de Informacdes sobre Biotecnologia,
2009).

A palma forrageira tem importante destaque para a regido do semiarido do
Nordeste brasileiro devido a mecanismos fisiol6gicos que a torna uma das plantas
mais adaptadas as condicbes desfavoraveis das zonas aridas e semiaridas do
mundo (OLIVEIRA et al. 2010). Portanto tem importéncia na atividade pecuarista a
qual constitui a atividade basica das populacdes rurais em funcdo das condicdes
edafocliméaticas desfavoraveis onde as lavouras apresentam-se apenas como um
subcomponente dos sistemas de produgcdo predominantes. A regido semi-arida

nordestina € representada por cerca de 95 milhdes de hectares (NOBREGA, 2011).
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Além do uso na alimentacéo animal (sendo este o principal), a palma forrageira vem
sendo utilizada também na alimentagdo humana na forma verdura, bem como
matéria prima preparo de outros alimentos (BATISTA et al. 2010).

A micropropagacdo dessas espécies pode ser prejudicada por problemas
causados pelo uso prolongado ou excesso de citocininas, favorecendo a ocorréncia
de anomalias, tais como, fasciagéo e hiperidricidade. Em cana-de-acucar, fasciacao
pode ser caracterizada pela fusdo de varios brotos, formando “massas verdes”,
tornando as mudas inviaveis para aclimatizacdo. A hiperidricidade € caracterizada
pelo acumulo excessivo de agua nas células, tornando os 6rgdos vegetais
intumescidos, coloragdo verde claro e folhas quebradicas. Anomalias
morfofisiolégicas causam alteracbes que comprometem a taxa de sobrevivéncia
durante a aclimatizacao.

A proposta do presente trabalho foi investigar a ocorréncia de anomalias
morfofisiolégicas (fasciagdo em plantas de cana-de-acUcar e hiperidricidade em
palma forrageira) em resposta ao efeito do tipo e concentragdo de citocininas
utilizadas no meio de cultivo indutor de multiplicacdo, mediante andlises bioquimicas

e biométricas das mudas obtidas in vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Micropropagacao

O processo de crescimento de células, tecidos e érgaos retirado de uma planta
e cultivado em ambiente artificial € conhecido como cultura de tecido de plantas.
Esse cultivo baseado na capacidade de uma célula vegetal regenerar uma planta
idéntica aquela de origem, que é conhecida por totipoténcia (BANDHU, 2012).

A cultura de tecidos abrange uma variedade de técnicas in vitro que permite
manipular células, tecidos ou orgaos de plantas que tem como resultado a formacgéao
de novos 6rgdos ou plantas inteiras a partir de um Unico segmento, o explante
(WATT, 2012).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos a micropropagacéo proporciona rapida
multiplicagdo em um meio asséptico, sob condi¢des nutricionais e ambientais
controladas. A utilizacdo da micropropagacdo em ambito comercial j& é realidade em
diversos paises do mundo. H& alguns anos, a aplicacdo comercial da

micropropagacao concentra-se principalmente na multiplicacdo de espécies de
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interesse econdmico e ecoldgico (CRUZ et al. 2009; JALAJA et al. 2008). Atraves
dessa técnica é possivel a obtencéo de individuos geneticamente idénticos a partir
de um segmento de uma planta utilizado como explante, o que permite a
multiplicacdo para producdo comercial de espécies de interesse econdmico bem
como espécies ameacadas de extingao (WATT, 2012).

A micropropagacédo € conhecida por auxiliar na propagacéo clonal de plantas,
sendo uma aplicacéo pratica amplamente aceita da biotecnologia vegetal, baseia-se
em inocular o material vegetal, propagar e enraizar propagulos em condi¢cdes de
ambiente controlado para posterior aclimatizagdo ao ambiente ex vitro (ALADELE et
al. 2012). A micropropagacdo além da rpida producdo, permite a obtencdo de
material uniforme, independentemente da estacdo e do clima (CHANDRA et al.
2010).

O processo de micropropagacdo pode ser dividido em trés etapas: etapa | -
selecdo e desinfestacdo de explantes, posteriormente o explante € cultivado em
meio nutritivo sob condicbes assépticas com temperatura e luminosidade
controladas; etapa Il - multiplicacdo dos propagulos mediante sucessivos subcultivos
em meio indutor de multiplicacdo; etapa Il - transferéncia das partes aéreas
produzidas para meio de enraizamento e subsequente transplantio das plantas
obtidas para substrato ou solo. Esse esquema pode ser alterado conforme
peculiaridades de cada espécie, podendo ser necessaria uma fase adicional de
alongamento da parte aérea antes do enraizamento (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Os meios nutritivos sé@o utilizados com a finalidade de fornecer ao tecidos
vegetal que estd sendo cultivado, substéncias essenciais para o crescimento e
desenvolvimento. Eles podem ser liquidos ou sélidos. Os meios sélidos ou semi
sélidos resultam da adicdo de gelificantes, como por exemplo, o agar, um
polissacarideo produzido a partir de algas marinhas (CALDAS et al. 1998). Os
sistemas de cultivo em meio liquido podem ser estaticos ou em sistema de
biorreatores de imersao temporaria.

Meios liquidos proporcionam um contato amplo e uniforme dos explante com
oS nutrientes e demais componentes do meio, além de reduzir os custos de
producdo pela supressdo de gelificantes. No entanto, o cultivo em meio liquido
apresenta desvantagens, dificultando as trocas gasosas entre o0s tecidos e 0
ambiente do frasco onde estdo sendo cultivados além de provocar distirbios

fisiologicos tais como hiperidricidade, (WATT, 2012; VASCONCELOS, et al. 2012).
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Uma série de questbes precisa ser abordada para tornar a técnica mais util e
amplamente aceitavel. As tentativas de promover a multiplicacdo excessiva e ciclos
de cultura prolongados muitas vezes levam as plantas a se desenvolverem com
morfologia aberrante. Estas alteracdes causadas devido a desequilibrios ambientais
e hormonais geralmente sdo expressas através da producdo de plantas com
superbrotacdes, internddios curtos, folhas estreitas e curtas, hiperidricidade,
habituacao, entre outras (JALAJA et al. 2008).

2.2.Reguladores de crescimento

O crescimento e o desenvolvimento vegetal sdao controlados por hormonios
vegetais, que sao sintetizados pelas plantas e funcionam como inibidores ou
estimuladores de processos fisioldgicos vitais. Outras substancias, sintéticas ou nao,
sdo denominadas de reguladores de crescimento e. tém efeitos similares aos dos
hormoénios vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2004). A regeneracdo e multiplicacdo de
brotos durante a micropropagacdo € afetada pelo tipo e concentracdo de
reguladores de crescimento aplicados, especialmente as citocininas, devido a sua

importancia no processo de divisdo celular e organogénese (AREMU, et al. 2012).

2.2.1. Citocininas

O tipo e a concentracdo de citocinina na etapa de multiplicacéo,constitui
um passo importante na micropropagacdo de plantas (CSABAI et al. 2011). As
citocininas sdo indispensaveis para a quebra da dominéncia apical e estdo
relacionadas com a diferenciacdo celular, sobretudo no processo de formacédo de
gemas caulinares, das quais surgirdo novos brotos (MACHADO et al. 2011).

As citocininas naturais sao derivados da adenina e podem ser classificadas
como citocininas isoprendides ou aromaticas em funcdo da configuracdo da cadeia
lateral ligada ao N6. Entre as citocininas aromaticas esta a 6-benziladenina (BA),
também conhecida como 6-benzilaminopurina (BAP) (Figura 1). Os derivados
hidroxilados da BAP foram nomeados topolinas (STRNAD, 1997) e foram
reconhecidos como naturais com base em seu isolamento a partir de distintas
espécies de plantas. As formas hidroxiladas meta - e orto-topolinas ocorrem

naturalmente, acompanhadas por seus nucleosideos, nucleotideos e O-glucosideos.
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A meta-topolina € muito mais ativa do que os para e orto-derivados (MOK e MOK,
2001).
HNR

QL

R Nome / abreviacao

N®-benziladenina / BA ou BAP

OH

N®-(2-hidroxibenzil) adenina / orto-topolina

N°-(3-hidroxibenzil) adenina / meta-topolina

Figura 1. Estrutura quimica de algumas citocininas aromaticas N®-benziladenina (BAP), NG—(3-
hidroxibenzil) adenina (mT) e Ne—(2-hidroxibenzil) adenina (oT), com 0s respectivos nomes e
abreviaturas (modificado de STRNAD, 1997 e MOC & MOC, 2001).

Na industria de micropropagacao a 6-benzilaminopurina (BAP) (figura 1), é a
citocinina mais utilizada devido a sua efetividade e acessibilidade, mas pode
acarretar alteracdo genética e crescimento anormal em algumas plantas (BAIRU et
al. 2007), ocasionando efeitos deletérios no enraizamento e aclimatizagéo
(VALERO-ARACAMA et al. 2010).

A adequacgdo das condi¢cdes de cultivo e dos indutores da morfogénese é
fundamental para garantir uma elevada taxa de multiplicagdo sem comprometer a
qualidade fisiologica das plantas micropropagadas o que ird assegurar a

aclimatizagao.
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Na tentativa de resolver varios problemas no desenvolvimento das plantas
associados ao uso excessivo de citocininas em geral e, em particular, o BAP, outras
citocininas estdo sendo testadas (AREMU et al. 2012). Pesquisas recentes tém
mostrado resultados promissores com o0 uso de topolinas em sistemas de cultura de
tecidos de plantas.

Bairu et al. (2008) observaram maior taxa de multiplicacdo e maior numero de
brotos em duas cultivares de banana (Musa spp.) nos tratamentos em que se utilizou
a meta-topolina (mT) nas concentragdes de 7,5 uM, 15 uM e 30 pM, em relacdo aos
demais tratamentos em que o BAP foi aplicado em concentracdes equimolares.
Além disso, verificou-se a expressiva influéncia da mT na reducédo do aparecimento
de anormalidades no cultivo in vitro das cultivares estudadas.

O uso de mT (N6 -(3-hidroxibenzil) adenina) e seus derivados como
alternativas para o uso de BAP reverteu a hiperidricidade e aumentou as taxas de
multiplicacdo e enraizamento na micropropagacao de Aloe polyphylla quando foram
utilizados 5,0 uM de mT (BAIRU et al. 2007).

Outros autores observaram a eficacia de mT em promover 0 aumento na taxa
de multiplicacdo e na qualidade de brotos para aclimatizacdo (ALDELBERG, 2012,
ESCALONA et al. 2003).

As citocininas formam conjugados reversiveis com acglcares e aminoacidos
gue agem no transporte, armazenamento ou inativacdo. As bases livres podem
representar apenas uma pequena porcdo do total de citocininas, enquanto 0s
ribosideos correspondentes e especialmente os nucleotideos sdo frequentemente
mais abundantes. A maioria dos tecidos vegetais armazena citocininas em formas
inativas de O- e N-glucosideos (MOK et al. 2005).

Uma limitada formacao de derivados de BAP foi observada apos a aplicacédo de
meta-topolina ao meio de cultura, bem como constatou-se a formagéo de mT e BAP
em explantes de Sorbus torminalis tratados com a citocinina 6-(3-metoxibenzilamino)
purina (MeOBAPR) (MALA et al 2009). A diferenca nos metabdlitos de diferentes
citocininas pode indicar que é improvavel que todas elas possam ser convertidas em
um tipo de metabdlito comum responsavel pelas respostas de crescimento (AREMU
et al. 2012; AMOO et al. 2010).

O acumulo do metabdlito do BAP, o 9-B-glucopiransosil-benziladenina
([9G]BA), tem sido apontada como responsavel pela reducdo do enraizamento em
algumas culturas (AMOO et al. 2010). Os 9-glucosideos estdo entre 0s principais

metabolitos das citocininas em tecidos vegetais. A toxicidade do [9G]BA é muitas
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vezes atribuida a natureza mais estavel da BAP e seus metabolitos em tecidos

vegetais in vitro e ex vitro, em comparacgao a outras citocininas (AMOO et al. 2010).

2.3.DESORDENS MORFOFISIOLOGICAS

Plantas propagadas in vitro estdo sujeitas a varias situacdes envolvendo
estresse que podem levar ao desenvolvimento de plantas com anomalias
morfoloicas (BARBOSA, 2006).

A regeneracao e multiplicacdo de brotos durante a micropropagacao tém sido
afetadas pelo tipo e concentragédo de reguladores de crescimento adicionados ao
meio de cultivo, em especial as citocininas (AREMU et al. 2012). Alguns efeitos
residuais atribuidos as citocininas tém sido observados em plantas apds o plantio
como, por exemplo, menor capacidade de sobrevivéncia durante a aclimatizacéo
decorrente da hiperidricidade (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Eventualmente podem surgir diferentes anomalias morfofisiologicas em
culturas durante o cultivo in vitro tais como hiperidricidade, habituag&o, crescimento
desordenado ou fasciacdo bem como perda da capacidade de regeneracdo. Durante
a etapa de aclimatizacao, outro problema pode ocorrer, devido prejuizos causados
pela ma formagdo ou inibicdo da formacdo da raiz. Muitos sistemas de
micropropagacgéao utilizam a citocinina BAP devido a sua eficiéncia e baixo custo
(WERBROUCK et al. 1995; BAIRU et al. 2007).

Souza et al. (2003) observaram anormalidades no crescimento de brotos de
arnica (Lychnophora pinaster), os quais se apresentaram com morfologia anormal e
hiperidricidade quando cultivados em meio MS contendo 1,0 mg.L™* de BAP. Além
disso, constataram reduc¢do no tamanho e no numero das brotacoes.

Mesmo estimulando a multiplicacdo, o excesso de citocininas ou a escolha
inadequada da citocinina pode provocar o surgimento de variagdes morfofisioldégicas
durante a fase de multiplicacdo, podendo comprometer o desenvolvimento normal
das plantas (FACHINELLO et al. 1994).

A exposicdo prolongada ao BAP pode levar a ocorréncia de fasciacao,
anomalia caracterizada pelo descontrole no desenvolvimento normal dos brotos
(ANDRADE, 2011). A fasciagédo € caracterizada pelo achatamento na parte aérea
devido a falhas na separacdo dos ramos laterais durante o crescimento. Também
tem sido descrita como a fusdo de 6rgaos devido a desvio do processo normal de

desenvolvimento (BAIRU et al. 2011; FUJITA et al. 2011). Reguladores de
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crescimento tém sido relacionados ao surgimento desse tipo de anomalia (RAMAGE
e WILLIAMS, 2004). Em cana-de-agucar a fasciacdo € conhecida vulgarmente como

“‘massa verde”.

2.3.1. Hiperidricidade

A hiperidricidade é definida como um distirbio morfofisiolégico de plantas
propagadas in vitro. Nessas condicdes o0s tecidos vegetais apresentam-se
intumescidos pelo acumulo anormal de agua resultando em aspecto translicido com
aparéncia vitrea e coloragdo verde claro (VASCONCELOS et al. 2012), folhas mais
espessas, enrugadas e quebradicas (KEVERS et al. 2004).

Brotos que se desenvolvem em condicdes continuas de alta umidade
apresentam maior susceptibilidade a hiperidricidade. Culturas mantidas em meio
liqguido geralmente desenvolvem essa anomalia mais facilmente do que aquelas
mantidas em meio sélido (HAZARIKA, 2006).

A hiperidricidade pode ser reversivel, apresentar-se em grau variado e
acometer apenas parte dos explantes ou brotos em cultivo (OLIVEIRA, et al. 2008).

Alguns efeitos residuais atribuidos as citocininas tém sido observados em
plantas micropropagadas, por exemplo, menor capacidade de sobrevivéncia durante
a aclimatizacao decorrente da hiperidricidade (MAKUNGA et al. 2005).

Embora suas causas e caracteristicas morfolégicas sejam conhecidas, ha
muita dificuldade de controlar e compreender as alteracdes biogquimicas e
morfologicas que ocorrem em plantas acometidas por essa anomalia. Assim, o
estudo dessa sindrome visando a paralisacdo e/ou reversdao das alteracdes que
ocorrem durante o desenvolvimento das plantas hiperidricas € de fundamental
importancia na cultura de tecidos para a obtencédo de plantas fisiologicamente sadias
(CHAKRABARTY et al. 2005).

Medeiros (2011) avaliando a resposta fisiolégica e bioquimica da palma
forrageira cultivar Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia stricta Haw) em diferentes
sistemas de cultivo in vitro com diferentes concentracdes de BAP, verificou alta
frequéncia de brotacdes hiperidricas no sistema de biorreatores de imerséo
temporaria no tratamento contendo a menor concentragdo de BAP. Nos outros
sistemas de cultivo a ocorréncia de hiperidricidade sé se verificou no tratamento
contendo a maior concentracdo de BAP (1,0 mg L ™). Os brotos hiperidricos

apresentaram-se com aspecto translicido, arredondados, cobertos com padrao
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irregular de podarias. Makunga et al. (2005), buscando a adequacéao de protocolo
para a regeneracdo in vitro de Thapsia garganica sob influéncia de auxinas e
citocininas, também observaram maior incidéncia de brotacdes hiperidricas nos
tratamentos que continham maiores concentracdes de BAP, em meio semi-sélido.
Essas pesquisas demonstram que a alta disponibilidade de éagua e de
citocininas contribuem para a manifestacao da sindrome de hiperidricidade, com um

aparente efeito sinergistico.

2.4.Espécies reativas de oxigénio

Fatores bioticos ou abidticos podem levar ao acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que acarretam disturbios metabdlicos graves, com alteracdes no
sistema redox e danos a macromoléculas e estruturas celulares, caracterizando o
estresse oxidativo (GILL & TUJEDA, 2010).

Fatores do ambiente do cultivo in vitro como por exemplo, a alta umidade
relativa, suprimento inadequado de reguladores de crescimento, dentre outros
fatores, impdem algumas situacfes que podem levar a uma condicdo estressante
para as células e tecidos cultivados (CAMARA e WILLADINO, 2005).

A imposicdo de condicbes estressantes ocasiona 0 aumento da taxa de
producéo de ROS tais como peréxido de hidrogénio (H2O5), radical superéxido (*Oy),
radical hidroxila ("OH) e oxigénio singleto (*O,). Os locais mais importantes na
geracdo de ROS s&o cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (BATKOVA et al.
2008). Outro importante local onde ocorre a formacdo de ROS é no espaco
apoplastico, que acontece mediate acao das proteinas NADPH oxidase (NOX), que
oxidam e transferem elétrons para a regido do apoplasto, os quais serdo doados
para moléculas de oxigénio formando superoxido, que ¢é a fonte para a formacéo de
outras ROS, tais como peroxido de hidrogénio (BELL et al. 2009).

No seu estado fundamental o oxigénio molecular (O;) é um tripleto com dois
elétrons impares, o que faz dele um di-radical. A excitacdo dessa molécula conduz a
uma mudanca na distribuicdo de elétrons nos orbitais e formagéo do 'O, (BARTOSZ,
1997).

O nao emparelhamento de elétrons na ultima camada eletrénica do O, é a

causa da sua avidez por elétrons, que favorece a ocorréncia de redugbes parcias,
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formando, respectivamente, ‘O,, H,O, e *OH (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
BARTOSZ, 1997).

ApOs a primeira reducéo do O, forma-se o0 *O;. Se duas sucessivas reacdes de
reducdo ocorrerem, sera formada H,O, que, embora néo seja um radical também é
uma ROS (BARTOSZ, 1997; FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O H,0, quando reage com o Fe* forma *OH, que é considerada a ROS mais
reativa nos sistemas bioldgicos. Trata-se de um forte agente oxidante que, uma vez
formado pode reagir indiscriminadamente com moléculas organicas e causar danos
ao organismo como um todo (BARTOSZ, 1997).

Rapidas reacfes entre as ROS e os sistemas biologicos podem ocorrer e
causar danos a todas as classes de biomoléculas, incluindo a peroxidacdo de
lipidios de membrana, danos ao DNA, estragos ao aparelho fotossintético (ANJUM
et al. 2011).

A atividade biologica das ROS é regida por sua concentracdo no ambiente
celular. Quando em baixas concentra¢des ao invés de causar danos, o H;O,, por
exemplo, pode atuar como sinalizador em Varios processos, tais como crescimento e
desenvolvimento de plantas, bem como ativacdo de mecanismos de defesa e morte
celular programada (LOCATO et al. 2010; BELL et al. 2009).

Todos os componentes celulares podem sofrer a acdo das ROS, sendo que as
membranas sdo as mais atingidas em decorréncia do processo de peroxidacao
lipidica, acarretando alteracdes na estrutura e consequentemente no funcionamento,
ocasionando perdas na seletividade das células (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
A peroxidacdo de &cidos graxos insaturados presentes na membrana das células é
um processo conhecido como lipoperoxidacdo ou peroxidacao lipidica (BEZERRA,
2004).

O processo de peroxidacéo lipidica pode ser definida como uma cascata de
eventos bioquimicos resultante da acdo de radicais livres sobre os lipidios
insaturados das membranas celulares, gerando principalmente radical alquila (L ),
alcoxila (LO ¢) e peroxila (LOO ¢), levando a destruicao de sua estrutura, faléncia
dos mecanismos de troca de metabdlitos e numa condi¢cdo extrema, pode levar a
morte celular (LIMA et al. 2001).
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A peroxidacdo lipidica pode ocorrer por reacdo enzimatica, através de
lipoxigenases ou através de reacdo ndo enzimatica, a qual € iniciada por radicais
livres tais como oxigénio singleto (*O,) (MONTILLET et al. 2004).

O oxigénio singleto (*O,) gerado durante processos foto-oxidantes contribui
para formacdo de uma dupla ligacdo, levando apds o rearranjo a producédo de
hidroperoxidos de dienos conjugados. A proximidade das moléculas de &acidos
graxos favorece a propagacdo de uma reacdo em cadeia por meio de reacdes entre
os radicais L +, LO « e LOO « com o oxigénio (Figura 2), que pode levar a uma
desorganizacdo de grandes areas de membrana devido a propagacdo dos danos
causados pela peroxidacéo lipidica (MONTILLET et al. 2004; LIMA et al. 2001).

R TSN— "~ — " LH

-H*

R~ " U
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Figura 2. Processo de peroxidagao lipidica com a formacéo dos radicais alquila (L ¢), alcoxila
(LO ¢) e peroxila (LOO ) (Gill & Tuteja, 2010).

Os danos causados as membanas biolégicas em decorréncia da peroxidacao
lipidica podem ser avaliados indiretamente através da mensuracdo do teor de
malondialdeido (MDA) o qual € um subproduto da reacdo peroxidativa (ALl &
ASHRAF, 2011). As membranas celulares apresentam um sistema de defesa contra
a acdo das ROS. Esse sistema € composto por um conjunto de antioxidantes
hidrofébicos, em primeiro lugar os tocoferdis, além dos carotendides e das xantofilas

(FERREIRA et al. 2007).

2.5.Sistema de defesa antioxidativo
As plantas desenvolveram um sistema de defesa capaz de controlar os niveis

das ROS. Um sistema antioxidativo composto por enzimas e metabdlitos de baixo
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peso molecular desempenham importante papel na prevensdo dos danos oxidativos,
atuando no controle dos niveis de ROS, garantindo assim o funcionamento normal
das células (ANJUM et al. 2011).

O termo antioxidante refere-se a qualquer molécula capaz de estabilizar ou
desativar os radicais livres antes que eles causem danos as células. Os
componentes do sistema antioxidante atuam em sinergia, uns com O0S Outros
(RAHMAN, 2007).

As principais enzimas envolvidas no controle dos niveis de ROS nas plantas
incluem a superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX,
EC 1.11.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidases (POD, EC 1.11.1), glutationa
redutase (GR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato
redutase (DHAR) (MITTLER et al. 2004).

A SOD é responsavel por atuar na dismutacdo do radical superoxido (*Oy)
gerando H;O, e O,. Essa enzima em suas isoformas estd localizada nos
cloroplastos, mitocdndrias, peroxissomos e citosol e constitui um importante
mecanismo de defesa frente ao excesso de geracdo de ROS prevenindo dessa
forma o acimulo que desencadeia o estresse oxidativo (BATKOVA et al. 2008; DEL
RIO et al. 1996).

A ascorbato peroxidase apresenta alta afinidade pelo H,O, realizando sua
remocdo mesmo quando encontrado em baixas concentracdes. Esta enzima
também esta presente nos peroxissomos, localizado-se na membrana com o sitio
catalitico voltado para o citoplasma, além de presente em cloroplastos, mitocondrias
e citosol. Apesar de essa organela ser bem provida de CAT, a presenca de APX
deve-se provavelmente a baixa afinidade de CAT por H,0O,. Portanto em baixas
concentracdes, essa ROS logo € reduzida agua e oxigénio pela APX assim que
atravessa a membrana peroxissomal (LOCATO et al. 2011).

A catalase desempenha papel semelhante ao da APX, atuando na remocao de
H.,O, convertendo-o a H,O e oxigénio, apresenta entretanto menor afinidade pelo
substrato atuando principalmente quando ocorre excesso de H,O, uma vez que para
a reacao ocorrer sdo necessarias duas moléculas de H,O, (ISAH e MUJIB, 2012).

As enzimas glutationa redutase (GR), monodehidroascorbato redutase
(MDHAR) e dehidroascorbato redutase (DHAR) estdo respectivamente, envolvidas
na reciclagem de glutationa e acido ascorbico e fazem parte do ciclo ascorbato —
glutationa (GILL & TUTEJA, 2010).
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A glutationa redutase é uma flavoproteina presente em cloroplastos,
mitocondrias e citosol responsavel por catalisar a reacdo de reducdo da GSSH a
GSH utilizando NADPH, portanto, importante para manter uma concentracao
intracelular constante de GSH (LOCATO et al. 2010).

A enzima MDHAR é uma flavina adenina dinucleotideo (FAD), que apresentar-
se como isoenzimas nos cloroplastos e citosol. As DHAR regeneram ascorbato
(ASH) do seu estado oxidado e regula o estado redox celular que é crucial para a
tolerancia a varios stress abiotico (GILL & TUTEJA, 2010).

2.6.A cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma planta nativa das regides tropicais,
cujo cultivo se estende, atualmente, aos dois hemisférios. Foi considerada como
remédio e até como artigo de luxo até o século XVIIl. Sua crescente valorizacéo
como adocante deve-se ao antigo costume de se adocar chda, café e chocolate com
mel (CESNIK e MIOCQUE, 2004).

A cana-de-acUcar é uma planta, pertencente a tribo Andropogoneae, a familia
Poaceae (antiga Gramineae), género Saccharum (BOREM, 2005).

A éarea cultivada com cana-de-acucar que sera colhida e destinada a atividade
sucroalcooleira na safra 2012/13 esta estimada em 8.520,5 mil hectares, distribuidos
em todos os Estados produtores conforme suas caracteristicas. O estado de S&o
Paulo € o maior produtor com 51,87% (4.419,46 mil hectares) e Pernambuco com
3,84% (327,61 mil hectares). A produtividade média brasileira estd estimada em
69.846 kg/ha, 4,2% maior que na safra 2011/12, que foi de 67.060 kg/ha. A previsao
atual de producdo de acucar na safra 2012/13 é de 37,66 milhdes de toneladas,
4,72% a mais que na safra anterior, que foi de 35,97 milhdes de toneladas. Deste
total 11,32% refere-se a Regido Nordeste (CONAB, 2013).

O Brasil € atualmente referéncia mundial como produtor de cana-de-agucar,
acucar e etanol, capaz de gerar uma energia renovavel e limpa. Devido ao aumento
na busca por combustiveis que gerem menos poluentes e venham de uma fonte
renovavel, ocorreu rapida expansdo na area de cultivo de cana-de-agucar a fim de

atender a demanda desses produtos (VIDAL, 2010).
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A producdo de etanol a partir da cana-de-agucar no Brasil tem construido
caminhos para a estabilidade e a consolidacdo para o fornecimento mundial de
combustivel (CHEAVEGATTI - GIANOTTO et al. 2011).

De acordo com a Unido da Industria da Cana-de-acucar (UNICA), o setor
sucroalcooleiro tem potencial para suprir 15% das necessidades brasileiras até
2015, com a geracdo de mais de 14.000Mw médios a partir da utilizacdo de 75% do
bagaco e 50% da palha disponivel nas usinas (UNICA, 2011) .

Além do acucar e do alcool utilizado como combustivel, a cana-de-acucar tem
servido de matéria prima para outros produtos tais como bebidas, racdo animal e
biofertilizantes (JALAJA et al. 2008).

Atualmente, cerca de 58% da area brasileira cultivada com cana-de-agucar
utiliza cultivares provenientes do programa de melhoramento da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético — RIDESA,
chegando em algumas regides a representar até 70% de &rea cultivada (RIDESA,
2011).

A implantacdo de novas tecnologias que possibilitem um aumento da
produtividade e da competitividade dos produtores sempre causa impacto positivo
no setor (JALAJA et al., 2008). Dentre as novas tecnologias aplicadas, encontra-se a
bioprodugcdo de mudas utilizando a cultura de tecidos, mais precisamente a
micropropagagéao, a qual tem sido utilizada com sucesso para aumentar producao de

mudas em varios paises do sudeste asiatico (JALAJA et al., 2008).

2.7.A Palma forrageira

No Estado de Pernambuco a area de producao de forrageiras corresponde a
aproximadamente 210 hectares, sendo essa producdo em virtude principalmente da
agricultura familiar (IBGE, 2006). A producdo de forragem na regido do semiéarido
brasileiro tem sido comprometida devido a distribuicdo e o baixo indice pluviométrico
durante o ano (COSTA, 2010).

A seca que atingiu a regido nordeste nos ultimos meses foi considerada a pior
dos ultimos trinta anos. Os estados mais atingidos pela estiagem foram a Bahia,
Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui (DIARIO DE PERNAMBUCO,
2012).
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Nas regides do semiarido a palma forrageira vem sendo plantada pelas
comunidades a fim de garantir alimento para os rebanhos em épocas de secas
prolongadas. No Estado de Pernambuco, que € o segundo maior produtor de leite do
nordeste, a palma tem sido utilizada como base da alimentacdo do rebanho leiteiro
(EMBRAPA, 2011).

A palma forrageira pertence a Divisdo Embryophyta, Subdivisdo Angiospermea,
Classe eudicotileddneas, Subclasse Archiclamideae, Ordem caryophyllales e familia
Cactaceae. A familia das cactaceas € composta de 178 géneros com cerca de 2.000
espécies conhecidas. Aos géneros Opuntia e Nopalea pertencem as espécies de
palma mais utilizadas como forrageiras (SOUZA & LORENZI, 2012).

A utilizacdo da palma (Opuntia stricta Haw.) na alimentacdo de ruminantes tem
aumentado consideravelmente, visto que apresenta aspectos especiais em sua
fisiologia por apresentar metabolismo fotossintético CAM (Metabolismo acido das
crassulaceas), que permite o uso eficiente da agua (SILVA, 2006; MAREROWICZ,
2008).

Além de sua importancia como forragem a palma forrageira vem sendo
utilizada na alimentacdo humana na forma com o uso de varios produtos obtidos a
paritir da palma e que também vem sendo consumida in natura. Além disso é usada
como cercas vivas em projetos de ornamentagéo (BATISTA et al. 2010).

Devido a usa importancia agroeconémica, por ser adaptavel as condicdes
edafocliméticas desfavoraveis e ser fonte de agua e nutrientes em periodos de seca,
€ de extrema importancia a aplicacdo de técnicas que venham a contribuir para a
producdo de mudas. Nesse ambito a aplicacdo da micropropagacdo de plantas
desempenha importante papel na producdo de mudas em larga escala.

Em estudos recentes no qual foram avaliadas algumas das cultivares e clones
gue sdo mais utilizados na regido nordeste, verificou-se que dentre as cultivares
estudadas, a palma Orelha de elefante (Opuntia stricta Haw) teve bom desempenho
em relacdo ao nivel de infestacdo pela cochonilha do carmim (CHIACCHIO, 2006;
VASCONCELOS, 2009).
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Resumo

A micropropagacdo de variedades de cana-de-agucar permite reduzir o tempo e o custo entre
0 processo de selecdo até as mudas serem distribuidas aos agricultores. No experimento foram
utilizadas plantas de cana-de-aglcar (Saccharum spp.), variedade RB98710. Foram
inoculadas trés plantas em frascos contendo 20 mL de meio MS suplementado com 30 g L™
de sacarose e diferentes tipos e concentracdes de citocininas, 6- Benzilaminopurina (BAP) nas
concentracdes de 6,66 ou 5 umol L e 6 - (3-Hidroxybenzylamino) purine (mT) na
concentracdo de 5 umol L. O experimento foi conduzido em sala de crescimento a 25+2°C,
sob luz branca fria (40 pmol m™ s) e fotoperiodo de 16 horas durante um periodo de 40 dias.
Foram avaliadas a taxa de multiplicacdo, matéria fresca e altura das plantas, atividade
enzimatica da superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT),
mensuracdo dos niveis de peroxido de hidrogénio (H»,O,) e malondialdeido (MDA). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos e oito
repeticdes. O tratamento com mT promoveu a maior taxa de multiplicacdo e aumento no
comprimento de plantas e perfilhos (7,12 cm) em relacdo aos tratamentos contendo 6,66 e 5
umol L™ de BAP (5,25 e 4,37cm respectivamente). O excesso de BAP resultou em redugo na
biomassa fresca de perfilhos o que pode estar relacionado ao estresse oxidativo confirmado
pelos niveis de MDA. A variedade de cana-de-agticar RB98710 respondeu de forma favoravel
a adicdo de m-T no meio de multiplica¢do. O H,O, ndo atuou como marcador de estresse, mas

esteve relacionado com o processo de crescimento.

43



SOUZA, L. M. Uso de citocininas ndo convencionais (meta-topolinas) no controle de anomalias...
Abstract
The micropropagation of sugarcane varieties can reduce the time and cost from the selection
process until distribution to the farmers. In the experiment sugarcane (Saccharum spp.) plants,
RB98710 variety were used. Three plants were inoculated in bottles containing 20 mL of MS
medium supplemented with 30 g L™ of saccharose and different kinds and concentrations of
cytokinins, 6-benzylaminopurine (BAP) in concentrations of 6,66 or 5 umol L™ and 6 - (3-
Hidroxybenzylamine) purine (mT) in concentration of 5 umol L™. The experiment was
conducted in a growth room at 25+2°C, under cold white light (40 pmol m™? s™) and
photoperiod of 16 hours for a period of 40 days. Analysis were realized for multiplication
ratio, fresh matter, height, analysis for enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT), as well as quantification in hydrogen
peroxidase (H,0,) and malondialdehyde (MDA). The experimental delimitation was
completely randomized with three treatments and eight repetitions. The treatment with mT
provided the highest multiplication rate and increase in plants’ and tillers’ length (7,12 cm) in
comparison to the treatments containing 6,66 and 5 umol L™ of BAP (5,25 and 4,37cm
respectively). The BAP excess resulted in reduction in tillers’ fresh biomass, which may be
related to oxidative stress confirmed by MDA levels. The sugarcane variety RB98710
responded positively to mT addition in the multiplication medium. The H,0O, didn’t act as

stress marker, but has been related with the growth process.
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Introducéo

A micropropagacao é uma importante técnica da cultura de tecidos que tem como um
dos objetivos principais acelerar a propagacdo de mudas para producdo comercial em
qualquer época do ano (ALADELE, et al. 2012; ABDU et al. 2012). A utilizacdo da
micropropagacdo para producdo comercial de mudas ja é realidade no setor agroindustrial da
cana-de-acucar bem como de outras espécies de plantas, que além de proporcionar aumento
na producdo de mudas, permite a obtencdo de plantas geneticamente idénticas a planta inicial
(GERALD & LEE 2011).

As citocininas sdo uma classe de reguladores de crescimento que estdo relacionadas a
regulacao de diversos processos, em especial, com o crescimento de novos brotos por meio da
inibicdo da dominancia apical, promovendo dessa forma o surgimento de gemas laterais,
(JONES e LJUNG, 2011; CID, 2005).

O tipo e a concentracgdo de citocinina a ser utilizada na micropropagacdo em diferentes
espécies, determinam o sucesso na etapa de multiplicacdo e aclimatiza¢do das mudas (LATA
et al. 2013). A efetividade da 6- benzilaminopurine (BAP) na multiplicacdo in vitro tem sido
descrito em diferentes espécies de plantas (HAQ et al. 2013; PHULWARIA et al. 2012).
Entretanto, a aplicacdo de altas concentracbes de citocininas afim de obter altas taxas de
multiplicacdo limitam a producédo devido o alto custo e pela producdo de mudas inviaveis a
aclimatizacdo (AREMU et al. 2012). A ocorréncia de distarbios morfofisioldgicos em plantas
micropropagadas tém sido relacionada a reguladores de crescimento, em especial as
citocininas, que quando utilizadas em altas concentragdes ou por periodo de exposicdo
prolongado, pode acasionar o surgimento de anomalias morfofisiologicas (AREMU et al.
2012). Um novo grupo de citocininas aromaticas, meta-Topolinas, (mT) tém mostrado
resultados promissores quanto a redugdo no indice de anormalidades em plantas

micropropagadas (AMOO et al. 2010).
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A utilizagdo da micropropagacédo para produgdo de mudas de variedades de cana-de-
acucar € uma excelente alternativa para os programas de melhoramento, tendo em vista a
reducdo no tempo entre a obtencdo de variedades promissoras e a disponibilidade desse
material para os produtores (VIEIRA et al. 2009). A cana-de-agUcar é uma cultura que tem
tido destaque na producdo industrial na producdo de bioetanol e aglcar, sendo responséavel por
cerca de 80 % da produgdo mundial de agucar (SMIULLAH et al. 2013). A variedade de
cana-de-agucar RB98710 apresenta alto teor de sacarose e elevada produgdo agricola em
diversos estagios de cultivo, tais como baixo teor de fibra e apresenta maturacdo precoce
(RIDESA, 2010).
A presente pesquisa objetivou avaliar o efeito de diferentes tipos e concentragdes de
citocininas sobre a taxa de multiplicacdo, sobre o desenvolvimento e qualidade dos brotos em

Saccharum spp. variedade RB98710.

Material e Métodos

O experimento e as analises bioquimicas foram realizados no Laborato6rio de Cultura de
Tecidos Vegetais (LCVT) na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Plantas de cana-de-acUcar da variedade RB98710 foram obtidas na Biofabrica
Governador Miguel Arraes do Centro de Tecnologias estratégicas do Nordeste (CETENE),
localizado em Recife/Pernambuco. As plantas foram provenientes do cultivo in vitro em
biorreatores de imersdo temporaria (BIT) e estavam sendo cultivadas em meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose, 6,66 pumol L™ de 6-
benzilaminopurina (BAP), 0,1 g L™ de inositol, 0,05 g L™ de &cido citrico e 0,05 g L™ de
acido ascorbico. No LCTV as plantas foram cultivadas durante 60 dias em meio MS,
suplementado com com 30 g L™ de sacarose sem adicdo de regulador de crescimento. Ap6s
esse periodo foram testados diferentes tipos e concentracdes de citocininas na multiplicacdo
de cana-de-acucar variedade RB98710 caracterizando periodo de multiplicag&o in vitro, o que

46



SOUZA, L. M. Uso de citocininas ndo convencionais (meta-topolinas) no controle de anomalias...
resultou em trés tratamentos: 6,66 ou 5 umol L™ de BAP ou 5 umol L™ de mT. O pH do meio
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. As plantas foram inoculadas em frascos de vidro
com capacidade para 200 mL, contendo 20 mL de meio liquido indutor de multiplicacdo. No
momento da inoculagdo com o auxilio de régua e balanca analitica de precisao, foram obtidos
0 comprimento inicial e o peso fresco inicial das plantas.

As plantas foram mantidas em sala de crescimento a 25+2°C, sob luz branca fria (40
umol m™ s™) e fotoperiodo de 16 horas durante um periodo de 40 dias.

As avaliacbes biométricas foram feitas a partir de uma amostragem de 10 plantas ou
perfilhos por meio da frequéncia dos dados obtidos em cada tratamento.

Para as analises enzimaticas foram utilizados 0,1 g de amostra vegetal, sendo em
seguida maceradas em nitrogénio liquido, onde foram adicionados aproximadamente 0,01g de
pvpp e em seguida homogeneizadas em 1mL de tampdo extrator contendo fosfato de potassio
pH 7,0. Posteriormente o macerado foi centrifugado a 10.000 g a 4°C por 15 minutos. O
sobrenadante foi utilizado como extrato vegetal para as andlises bioquimicas. Para a
mensuracdo dos niveis de H,O, e MDA 0,2 g de amostra vegetal foram maceradas em
nitrogénio liquido e em seguida foram adicionados aproximadamente 0,02 g de pvpp € 2 mL
de 4acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O material foi homogeneizado e centrifugado a
10.000g a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado como extrato vegetal para
realizacdo das andlises de H,O, e MDA.

O teor de proteina soluvel foi realizado pelo método descrito por Bradford (1976). A
atividade da SOD foi analisada segundo Giannopolitis e Reis (1977). A atividade da APX foi
verificada de acordo com Nakano & Assada (1981). A anélise da CAT foi feita de acordo com
Havir et al (1987). Os niveis de H,O, foram verificados de acordo com metodologia proposta
por Alexieva et al., (2001). A mensuracdo dos niveis de MDA foi realizada segundo Heath &

Packer (1968).
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado consistindo em trés
tratamentos e oito repeticdes. A unidade experimental consistiu em um frasco contendo trés
plantas. As analises foram realizadas separadamente em plantas e perfilhos. As variaveis
analisadas foram taxa de multiplicacdo, comprimento, matéria fresca, atividade enzimética de
SOD, APX, CAT, mensuracdo dos niveis de H,O, e MDA. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa estatistico ASSISTAT versdo 7.6 beta (2012) sendo as

médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e discusséo

O tratamento com meta-topolina (mT) promoveu maior taxa de brotacdo e crescimento
das plantas do que os tratamentos com BAP, sem prejuizo da producéo de biomassa fresca das
plantas (Tabela 1 e Figura 1).

Na micropropagacdo de sete cultivares de Pelargonium, maiores taxas de multiplicacao
foram obtidas quando os explantes foram submetidos a tratamento com 2pmol ou 4 pmol L™
de mT quando comparado com concentracdes equimolares de BAP (WOJTANIA, 2010).

A menor taxa de multiplicacdo das plantas de cana-de-acUcar tratadas com BAP pode
ter sido decorrente do maior tempo de exposi¢do uma vez que essas plantas foram cultivadas
previamente em biorreatores contendo meio nutritivo acrescido de BAP. O efeito inibitorio na
regeneracdo in vitro causado pelo excesso ou pela prolongada exposic¢do a citocinina ja foi
relatado em outras culturas (SOUSA & MIRANDA, 2006). A resposta inibitdria pode ser
causada pelo aumento na atividade da citocinina oxidase que modula os niveis de citocininas
nos tecidos vegetais e provoca uma resposta negativa na emisséo de brotacdes (AREMU et al.
2012; CID, 2005).

Estudos visando a multiplicagéo in vitro de Barleria greenii mostraram que o aumento

na concentracdo de BAP (5 e 7 umol L™) provocou efeito inibitério no desenvolvimento,
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reduzindo o ndmero de brotagGes adventicias e aumentou a taxa de ocorréncia de brotos
anormais, em relacgdo aos tratamentos testados (AMOO et al. 2010).

Estudos recentes tém mostrado que o metabolismo das citocininas aplicadas
exogenamente pode gerar diferentes metabolitos, alguns dos quais toxicos. O perfil das
citocininas enddgenas em tecidos de Harpagophytum procumbens cultivados in vitro mostrou
0 actimulo excessivo de um derivado do BAP, o N°-benziladenina-9-glucosideo (BA9G), um
produto de desativacdo, fitotoxico encontrado nos tecidos necréticos ou tratados com BAP
quando comparado aqueles normais ou tratados com m-T (BAIRU et al 2011).

As plantas submetidas ao tratamento com mT apresentaram 7,1 cm em altura enquanto
que nos demais tratamentos essa média foi inferior (4,4 e 1,1 cm para 6,66 e 5 pmol L™ de
BAP respectivamente) (Tabela 1). Resultado similar foi observado com relacéo a altura dos
perfilhos formados em plantas tratadas com mT que foram maiores do que os perfilhos das
plantas tratadas com BAP.

Os efeitos positivos de m-T na multiplicacdo e no desenvolvimento de plantas
cultivadas in vitro tém sido relatados por outros autores. Bairu et al. (2008) observaram que
mT favoreceu a formacédo de brotos significativamente mais longos quando comparado com
concentracéo equimolar de BAP (1,33 pmol. L™) na multiplicacdo in vitro de duas cultivares
de banana (Musa spp.).

O efeito positivo de mT na multiplicacéo e desenvolvimento vegetal pode ser justificado
pela rapida degradacdo do metabdlito meta- topolin 9 — glucoside (mT 9G), enquanto que o
BA9G gerado pela metabolizagdo do BAP é degradado mais lentamente, causando efeito
toxico (STRNAD, 1997; VALERO-ARACAMA et al. 2010).

A massa fresca de perfilhos foi menor no tratamento com 6,66 pmol L™ (Tabela 1). Isso
pode estar relacionado com o aumento nos niveis de peroxidagédo lipidica. O aumento nos
niveis de ROS pode estar associado a inibigdo do crescimento, levando a formacéo de plantas
de qualidade inferior (GUPTA, 2011). As respostas produzidas pelas plantas em relacdo a
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altura e massa fresca podem estar relacionadas ao estresse que tais concentragdes de
reguladores podem causar, alterando o equilibrio das reacfes de 6xido-reducéo.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi maior nas plantas tratadas com 5 uM de
BAP e coincidiu com a mais alta concentracdo de H,O, em relacdo aos demais tratamentos,
que ndo diferiam entre si. A SOD é a enzima responsavel pela dismutacdo do superoxido
formando H,0,, que logo é metabolizado por peroxidases, como a APX, e pela CAT
(KARUPPANAPANDIAN et al 2011), apesar do elevado teor de H,O; nas plantas tratadas
com 5 uM de BAP, a atividade das enzimas APX e CAT ndo diferiu das plantas dos
tratamentos com concentracdo equimolar de mT, que apresentaram a mais baixa atividade de
SOD (Tabela 2). Esses resultados mostram que, embora tenha havido uma baixa producéo de
H,O, pela SOD nas plantas tratadas com mT, o sistema enzimatico antioxidativo atuou, por
meio da APX e da CAT, evitando o acimulo dessa ROS. Os perfilhos das plantas submetidas
ao tratamento com mT também apresentaram a menor atividade de SOD e a atividade da CAT
foi superior a dagqueles formados nos demais tratamentos (Tabela 3).

A andlise de correlagdo entre as varidveis dependentes analisadas no trabalho mostram
que, nos perfilhos, a atividade da SOD e o teor de H,O, apresentaram uma correlacdo
negativa altamente significativa (r = -0,7783**), demonstrando que a dismutacdo do radical
superéxido ('O,) ndo é a principal fonte de H,O; nos perfilhos das plantas cultivadas em meio
com mT. A geragdo de H,O, pela SOD ocorre pelo excesso de energia nas cadeias
transportadoras de elétrons em cloroplastos e mitocondrias que geram o ‘O, e,
simultaneamente, uma rede de agentes antioxidantes atua para evitar o acuimulo dessa ROS
(PETROV e BREUSEGEM, 2012).

O teor de H,O, nos perfilhos apresentou correlacdo positiva altamente significativa
(0,7763**) com a altura. A ativa producdo de H,O, no apoplasto, catalizada pelas oxidases
dependente de NADPH (PETROV & BREUSEGEM, 2012) e peroxidases da parede celular

(NEILL et al 2002), é um pré-requisito para o desenvolvimento e o crescimento normal das
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plantas (PETROV & BREUSEGEM, 2012). A origem apoplastica do H,O, pode explicar o
maior teor dessa ROS nos perfilhos formados em meio de cultura com mT, os quais
apresentaram maior altura do que os perfilhos dos tratamentos com BAP.

Quando quantidades relativamente grandes de H,O, sdo gerados no apoplasto, que tem
limitada capacidade antioxidante, a molécula de H,O, é metabolizada dentro da célula
(NEILL et al 2002), o que pode explicar, em parte, 0 aumento da atividade da CAT nos
perfilhos de plantas tratadas com mT.

No que se refere a peroxidacdo lipidica, representada pela concentracdo de MDA, 0s
valores mais altos foram encontrados nas plantas cultivadas com mT do que nos tratamentos
com BAP. A peroxidacao dos lipidios de membrana ocorre mediante dois tipos de reacdo ndo
enzimatica: iniciadas por radicais livres (FRs) de elevado potencial redox, como os radicais
hidroxila ("OH) ou radicais organicos tipo oxil e peroxil; ou iniciadas por reacdes resultantes
da acdo do oxigénio singleto 'O,. J& foi demonstrado que em folhas o 'O, é o principal
responsavel pela peroxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, constituintes dos lipidios de
membrana (TRIANTAPHYLIDES et al. 2008). Nos perfilhos, confirmou-se que a
peroxidacdo ndo foi resultado direto do acumulo de H,O;, haja vista que no tratamento com
mT a concentracdo de MDA foi a mais baixa a despeito dos perfilhos exibirem o maior teor de
H.0,, em relacdo aos demais tratamentos. Durante muitos anos o H,O, era visto apenas como
uma ROS capaz de causar danos a proteinas, lipidios, acidos nucléicos (BIENERT et al. 2006)
e a estruturas supramoleculares (PETROV & BREUSEGEM, 2012). Na ultima década,
entretanto, demonstrou-se que o H,O, pode atuar como uma molécula sinalizadora, envolvida
em uma infinidade de funcdes fisioldgicas (MITLLER et al 2011).

Concluséao

A variedade de cana de cana-de-aglucar RB98710 respondeu de forma favoravel a
adicdo de mT. O H,0O, ndo atuou como um marcador de estresse, mas, esteve relacionado com
0 processo de crescimento comprovado através de um conjunto de analises bioquimicas que
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forneceu informac0es suficientes para comprovar a relagédo dessa ROS com o crescimento e

desenvolvimento vegetal.

Tabela 1 — Avaliacdes em plantas e perfilhos quanto a matéria fresca, altura e nimero de perfilhos por planta na
variedade RB98710 de cana-de-agUcar, cultivadas in vitro com diferentes tipos e concentraces de citocininas,
durante 40 dias.

Concentracdo/tipo de Matéria fresca (g)  Altura de planta (cm)
citocinina ] i N° de perfilhos/planta
(umol L) Planta Perfilho Planta Perfilho
BAP /6,66 030 a 0,04 c 443 b 525 b 1,08 b
BAP /5 027 a 010 a 1,15 ¢ 437 ¢ 133 b
mT /5 0,35 a 0,07 b 7,12 a 6,31 a 2,00 a

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 2 - Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) e
teores de perdxido de hidrogénio (H,0O,) e malondialdeido (MDA) em plantas de cana-de-agUcar, variedade
RB98710 cultivadas in vitro com diferentes tipos e concentra¢@es de citocininas, durante 40 dias.

Concentracdo/tipo de
citoc?ninap SOD APX CAT H,0, MDA
| L'l (USODg 1 MF) pmol H,0,/ mg pmol H,0,/ mg (nmol/gMF) (nmol/gMF)
(umol L) proteina/ min proteina/ min
BAP /6,66 21.541,75b 6.721,5 a 79,75 b 6,75b 287 b
BAP /5 36.238,00 a 5.1795 b 158,75 a 7,52 a 3,30b
mT /5 11.291,00 ¢ 5.4952 b 135,00 a 6,90 b 4,05a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 3 - Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) e
teores de perdxido de hidrogénio (H,O,) e malondialdeido (MDA) em perfilhos de plantas de cana-de-agUcar,
variedade RB98710, cultivadas in vitro com diferentes tipos e concentragdes de citocininas, durante 40 dias.

Concentrag&o/tipo APX CAT
PR SOD H,O MDA
de citocinina g pmol H,0,/ mg pmol H,0,/ mg 22
(umol LY (USOD g™ MF) protein32/ n%1in 4 protein;/ n21in 4 (nmol/gMF) (nmol/gMF)
BAP /6,66 38.801,75 Db 7.459,25 a 73,75b 6,85 Db 295a
BAP/5 75.232,75 a 4.565,25 b 90,00 b 6,50 b 1,45b
mT/5 12.229,75 ¢ 4821,25b 128,5a 8,075 a 1,40b

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

6.66 pmol T BAP 5 pmol T-'BAP 5 pmol T4 mT

N A

Figura 1. Plantas e perfilhos de cana-de-agUcar variedade RB98710 cultivadas in vitro com diferentes
concentragdes de citocininas, durante 40 dias.
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CAPITULO 11l
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FORRAGEIRA Opuntia stricta Haw.
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Resumo
A palma forrageira (Opuntia stricta Haw) € uma importante alternativa utilizada na
alimentacdo de ruminantes em periodos de estiagem prolongados. BrotagcGes de palma
forrageira cultivar Orelha de Elefante Mexicana cultivadas in vitro foram obtidas na
Biofabrica Governador Miguel Arraes do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE) e foram utilizadas como fonte de explantes no experimento. Foram inoculados
dois explantes em potes contendo 20 mL de meio MS liquido ou sélido suplementado com 30
g L1 de sacarose e diferentes tipo e concentracdes de citocininas, 2,22 ou 1,11 pmol L™ de 6-
Benzilaminopurina (BAP) ou 1,11 pmol L™ 6 - (3-Hidroxybenzilamino) purine (mT). Os
potes contendo os explantes permaneceram em sala de crescimento a 25+2°C, sob luz branca
fria (40 pmol m™ s), e fotoperiodo de 16 horas durante um periodo de 45 dias. Foi avaliada a
taxa de multiplicacdo, indices de formacdo de brotos, enraizamento e formacdo de calos,
valores de biomassa fresca, altura, atividade enzimética da ascorbato peroxidase (APX) e
catalase (CAT), mensuracdo dos niveis de perdxido de hidrogénio (H,0O,) e malondialdeido
(MDA). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado consistindo em seis
tratamentos e doze repeticbes. A consisténcia do meio exerceu influéncia sobre o
desenvolvimento de brotacBes e na emissdo de raizes. Foi observado que o0 aumento nas
concentracdes de BAP resultou em redugdo no comprimento e biomassa fresca dos brotos
além de sistema radicular pouco desenvolvido. Houve ocorréncia de hiperidricidade em
brotacfes provenientes do meio sélido, no entanto no tratamento com mT esse distarbio foi
menos frequente e as plantas apresentaram aspecto saudavel. As brotacGes hiperidricas
apresentaram coloracdo purpura, principalmente nas podarias. A atividade das enzimas do
sistema de defesa antioxidativo e o contetdo de H,O, e MDA apontaram para maior estresse

nas brotagdes provenientes do cultivo com BAP.
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Abstract
The cactus pear (Opuntia stricta Haw) is an important alternative used in ruminants’ feeding
in long drought periods. Cactus pear buddings from variety Orelha de Elefante Mexicana
grown in vitro were obtained in the Biofabrica Governador Miguel Arraes do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) and were used in the experiment. Two
propagative segments were inoculated in a bottle containing 20 mL of MS medium in liquid
or solid supplemented with 30 g L™ of saccharose and various kinds and concentrations of
cytokinins, 2,22 or 1,11 pmol L™ of 6-benzylaminopurine (BAP) or 1,11 umol L™ 6 - (3-
Hidroxybenzylamine) purine (mT). The bottles remained in growth room at 25+2°C, under
white cold light (40 umol m™ s™), and photoperiod of 16 hours during a period of 45 days.
Analysis were realized for multiplication ratio, bud formation index, calluses’ rooting and
formation, fresh matter values, height, enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT), as well as quantification in hydrogen
peroxidase (H,0,) and malondialdehyde (MDA). The experimental delimitation was
completely randomized with six treatments and twelve repetitions. The medium’s consistency
influenced the buddings’ development and root’s emission. It was observed that the increase
in BAP concentrations resulted in reduction of buds’ length and fresh biomass aside from a
poorly developed root system. There was hyperhydricity occurrence in buddings from the
solid medium; however, in the mT treatment this occurrence was less frequent and the plants
displayed healthy appearance. The hyperhydric buddings displayed a purple coloring,
primarily in the podaries. The activity of the enzymes of the antioxidative defense system and
the contents of the H,O, and MDA points to higher stress in buddings from cultivation with

BAP.
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Introducéo

A micropropagacdo ¢ uma importante técnica para producdo de plantas de interesse
em larga escala e em curto periodo de tempo, onde a qualidade do material € um fator
essencial (JAIN et al. 2012; SAKTHI e MOHAN, 2012).

As citocininas sdo um grupo de reguladores vegetais utilizados na micropropagacao de
plantas e desempenham importante papel na regulacdo do crescimento e desenvolvimento
vegetal por induzir a divisdo celular e regular os processos de emissédo de novos brotos
(ANATH, B. D. 2012; CHENG et al. 2013; HEYL et al. 2012). O tipo e a concentracdo de
citocininas utilizados no meio de cultivo sdo de grande importancia para a regeneragdo e
multiplicacdo durante a micropropagacdo (AREMU, et al. 2012). Muitos sistemas de
micropropagacao utilizam a citocinina BAP devido esta ser mais eficiente e economicamente
mais viavel (BAIRU et al. 2007; WERBROUCK et al. 1995), contudo vérios distdrbios
morfofisioldgicos tais como a hiperidricidade, tém sido atribuidos ao uso desse regulador.

A hiperidricidade € caracterizada como sendo o estado fisiolégico em que a planta
apresenta acimulo anormal de &gua no interior das células ou tecidos, o que resulta em
aspecto translucido (VASCONCELOS et al. 2012).

A descoberta de um novo grupo de citocininas arométicas vem sendo estudada como
alternativa ao uso do BAP a fim de reduzir distarbios fisiolégicos causados pelo uso
excessivo ou prolongado de BAP (AREMU, et al. 2012; AMOQO, et al. 2010; BAIRU et al.
2009). A palma forrageira (Opuntia strict Haw) é uma forragem de extrema importancia para
a regido do semiarido brasileiro pelo fato de ser resistente a periodos de seca prolongado,
sendo uma alternativa para produtores de animais nas épocas de seca prolongada.

Este trabalho teve como objetivos avaliar o efeito de diferentes tipo e concentragdes de
citocininas sobre a taxa de multiplicacdo e ocorréncia de hiperidricidade em Opuntia stricta

Haw.
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Material e Métodos

O experimento e as analises bioquimicas foram realizados no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais (LCVT) na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Brotos de palma forrageira cv. Orelha de Elefante Mexicana foram obtidos na
Biofabrica Governador Miguel Arraes do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE), em Recife, Pernambuco. Brotagcbes de palma forrageira, no 2° sub cultivo,
provenientes de sistema estatico em meio sélido cultivadas em meio MS (Murashige e Skook,
1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose e 0,5 mg L™ de 6-benzilaminopurine (BAP) e
0,1 mg L™ de Acido 3 - indolacético (AIA), foram transferidas para meio MS sélido sem
adicdo de BAP onde foram cultivadas durante 60 dias. Seguimentos de aproximadamente 1,5
cm foram obtidos apds a excisdo na regido apical e radicular de brotos de palma, os quais
foram utilizados como explante.

Os meios de cultivo para a inducdo da multiplicagdo foram compostos pelo meio MS
liquido ou sélido suplementado com 30 g L™ de sacarose e 2,22 ou 1,11 pmol L™ de BAP +
0,57 umol L™ de AIA ou 1,11 pmol L™ de mT + 0,57 umol L™ de AIA O pH do meio foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem para meio liquido e antes da adicdo do agar para o

meio solido.

Foram inoculados dois explantes por pote, contendo 20 mL de meio de multiplicacdo.
No momento da inoculacdo com o auxilio de uma balanca analitica de precisdo foi obtido o
peso fresco inicial dos explantes para posterior obten¢do da biomassa fresca dos brotos. Os
potes foram mantidos em sala de crescimento a 25+2°C, sob luz branca fria (40 umol m? sh),
e fotoperiodo de 16 horas durante um periodo de 45 dias.

As analises enzimaticas foram realizadas utilizando 0,1 g de amostra vegetal por
repeticdo as quais foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampéo

extrator contendo fosfato de potassio pH 7,0, centrifugadas a 14.000 g a 4° C por 10 minutos.
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O sobrenadante foi utilizado como extrato vegetal para as anélises. Na mensuragdo dos niveis
de H,O, e MDA foram utilizados 0,2 g de amostra vegetal por repeti¢do, sendo maceradas em
nitrogénio liquido, em seguida foram adicionados aproximadamente 0,02 g de pvpp € 2 mL de
acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O material foi homogeneizado e centrifugado a 14.000g a
4° C por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado como extrato vegetal para realizacdo das
andlises.

O teor de proteina solvel nos extratos vegetais foi realizado pelo método descrito por
Bradford (1976). A atividade da APX foi analisada de acordo com Nakano e Assada (1981).
A anélise da CAT foi de acordo com proposto por Havir et al. (1987). Os niveis de H,0,
foram verificados de acordo com metodologia proposta por Alexieva et al. (2001). A
mensuracdo dos niveis de MDA foi realizada segundo Heath e Packer (1968).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado consistindo em seis
tratamentos e doze repeticdes. A unidade experimental foi de um frasco contendo dois
explantes. As variaveis analisadas foram taxa de multiplicacdo, comprimento, biomassa
fresca, atividade enzimatica de APX e CAT, mensuracdo dos niveis de H,O, e MDA. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.6 beta
(2012) sendo as médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
As variaveis ndo paramétricas foram avaliadas pelo Teste Exato de Fisher utilizando doze

repeticoes.

Resultados e discussao

Os tratamentos com diferentes tipo e concentracdo de citocininas aplicados na
micropropagacao da palma forrageira ndo diferiram entre si quanto ao efeito sobre a taxa de
multiplicacdo em meio solido. Os brotos formados em meio com m-T, entretanto, tinham

maior biomassa fresca e maior comprimento (2,3 cm) do que aqueles formados nos
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tratamentos com BAP (Tabela 1). Os resultados de matéria fresca apresentaram correlagédo
positiva significativa (0,5950*) com a altura dos brotos (Tabela 1).

Nos tratamentos com BAP, o tamanho dos brotos foi inversamente proporcional a
concentragdo da citocinina e a biomassa fresca também tendeu a diminuir no tratamento com
a concentracao de 2,22 uM de BAP (Tabela 2). Erig et al. (2002) também observaram reducao
na altura de brotos de Rubus idaeus L. e a reducdo de matéria fresca em decorréncia do
aumento nas concentracdes de BAP ja foi descrita por Ramage e Williams (2004).

A escolha da citocinina a ser utilizada na micropropagacao de plantas € determinada por
sua eficiéncia na indugdo da multiplicacdo, formacéo de brotos saudaveis e enraizamento, que
favorecam a aclimatizacdo das mudas (BAIRU et al. 2007). O aumento no comprimento de
brotos cultivados em meio contendo m-T ja foi descrito por outros autores (BAIRU et al.
2008; ESCALONA, et al. 2003).

No presente trabalho foi observado que a mais elevada concentracdo de BAP ocasionou
inibicdo do enraizamento das brotacGes. Em todos os tratamentos, a maioria das raizes
formaram-se dos explantes, entretanto, nos tratamento contendo mT verificou-se a formacéo
de raizes nas brotacGes mais desenvolvidas (Figura 1). O efeito toxico do BAP nas plantas
pode ser decorrente do acimulo e da lenta liberacdo para outras partes da planta ocasionando
inibicdo do crescimento e do enraizamento (BAIRU et al. 2007; WERBROUCK et al. 1995).
Outra hipotese para a inibi¢do do enraizamento em plantas cultivadas em presenca de BAP é o
aumento nos niveis do metabolito estavel 6-benzil-amino-9-b-D-glucopiranosilpurine
(BAP9G) cujo acumulo pode ocasionar inibicdo no crescimento de raizes e provocar
problemas na aclimatizacdo de plantas (AMOO et al 2010; MALA et al. 2009). Estudos tem
demonstrado a eficAcia da m-T em promover o0 enraizamento e favorecer a taxa de
aclimatizacdo de plantas ao ambiente ex vitro (AREMU et al. 2012; VALERO - ARACAMA

et al. 2010). Quando as taxas de alongamento e enraizamento sdo satisfatdrias, é possivel
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dispensar a etapa de alongamento antes da aclimatizacdo ao ambiente ex vitro (CSABAI et al.
2011).

Em todos os tratamentos foi observada a ocorréncia de explantes que ndo brotaram e
que apresentaram podéarias deformadas. Muitas podarias cairam durante o periodo de
multiplicagdo e no local surgiram calos principalmente nos tratamentos em meio liquido
(Tabela 3).

A consisténcia do meio exerceu influéncia sobre o desenvolvimento de brotacGes e na
emissédo de raizes, de acordo com o teste de Fisher aplicado para avaliagcdes ndo paramétricas.
Os explantes cultivados no meio liquido em presenca de m-T apresentaram formacdo de
brotos, mesmo que em numero reduzido quando comparado com meio sélido (Tabela 3). Em
todos os tratamentos tanto em meio liquido quanto no meio sélido foi observada a ocorréncia
de explantes com hiperidricidade e com inicio de formacdo de calo, sendo que nos explantes
cultivados em meio liquido esses eventos ocorreram com maior frequéncia (Tabela 3).

Apesar das muitas vantagens apontadas para o0 emprego de meio liquido na
micropropagacéo de plantas (KAMARAINEN-KARPPINEN et al. 2010; PATI et al. 2011)
varios trabalhos tém registrado maior frequéncia de hiperidricidade em materiais vegetais
cultivados in vitro em meio liquido (TASCAN et al. 2010). Entre os fatores que favorecem a
formacdo de brotos hiperidricos destaca-se a alta umidade e a elevada concentracdo de
reguladores de crescimento (Z1V, 2005). Plantas cultivadas em sistema liquido estatico estdo
mais propensas a desenvolver hiperidricidade visto que ficam imersas no meio de cultivo
(ADELBERG et al. 2012), e esta condicdo dificulta as trocas gasosas, podendo ser fatal as
células vegetais (JACKSON, 2003).

Os explantes cultivados em meio liquido com BAP tornaram-se hiperidricos e
recalcitrantes. O excesso de citocinina pode favorecer a ocorréncia de hiperidricidade
principalmente em cultivo com meio liquido em presenca de BAP (CRUZ et al. 2009). No
meio solido com BAP, embora tenham surgido muitas brotagdes a frequéncia de

63



SOUZA, L. M. Uso de citocininas ndo convencionais (meta-topolinas) no controle de anomalias...
hiperidricidade foi muito alta. No meio com mT a hiperidricidade foi menos frequente e as
brotacdes tinham aspecto saudavel (Figura 1). Na micropropagacao de Telekia speciosa com 5
uM de BAP ou mT registrou-se, respectivamente, 50% e 5% de hiperidricidade nos brotos
formados (CSABAI et al. 2011).

Amoo et al. (2010) relatam os efeitos de diferentes tipos e concentracdes de citocininas
na micropropagacdo de Barleria greenii e enfatizam a natureza menos toxica de m-T em
relacdo a concentracdes equimolares de BAP, apontando sua superioridade em produzir maior
numero de brotacdes com reducdo ou auséncia total de anormalidades. Outros autores também
observaram inibicdo na formacdo de brotos e maior indice de brotos anormais com o aumento
na concentracdo de BAP, enquanto que os tratamentos contendo m-T, mesmo em
concentracdes elevadas, tiveram indices de anormalidade inferior. Essas pesquisas sugerem
que a diferenca estrutural entre BAP e m-T pode ter profundo impacto em plantas
micropropagadas (BAIRU et al. 2007).

A ocorréncia de caracteristicas anormais em brotacdes cultivadas em m-T no presente
trabalho pode ter sido consequéncia de efeitos de transicdo entre BAP e m-T (AMOQO, et al.
2010), visto que os explantes foram retirados de plantas que haviam sido expostas ao BAP. A
hiperidricidade é afetada pela fonte e pela concentracdo de citocinina, mas a frequéncia com
que o fendmeno ocorre estd relacionada a espécie micropropagada (KADOTA e NIIMI,
2003).

As brotacGes hiperidricas apresentaram intensa coloracdo purpura, principalmente nas
podarias. Um grupo de pigmentos ndo fotossintéticos, as betalainas, se subdivide em
betacianinas (pigmentos roxo-violeta) e betaxantinas (pigmentos amarelos) (SORIANO-
SANTOS et al. 2007). A beterraba vermelha (Beta vulgaris) e o género Opuntia sdo as
principais fontes desses pigmentos que séo usados como corantes naturais (GEORGIEV et al.
2008). Além disso, as betalainas tém atraido interesse adicional por causa de suas
propriedades antioxidantes e recentemente tem sido explorada a viabilidade técnica e
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comercial de varios sistemas in vitro para produgdo comercial desses pigmentos.
(GEORGIEV et al. 2008; PAVOKOVI e KRSNIK-RASOL, 2011). Os trabalhos indicam a
acdo dos reguladores de crescimento sobre a producdo de betacianinas. De acordo com
Pavokovi e Krsnik-Rasol (2011), o BAP é um dos componentes do meio de cultura que
favorece a producdo de betacianinas. Os resultados apresentados neste trabalho corroboram
com a hipotese de que o BAP favorece a sintese de betacianinas.

Alguns pesquisadores afirmam que as betacianinas podem atuar no sequestro de ROS,
evitando seu acumulo e protegendo os tecidos das plantas dos danos causados pelas ROS
(SEPULVEDA-JIMENEZ et al. 2004). A maior intensidade de coloragdo tipica das
betacianinas nas brotacfes e explantes de palma hiperidricos, nos tratamentos com BAP,
parece indicar a condicdo de estresse a que esse material estava exposto.

O estresse oxidativo caracteriza-se pelo desequilibrio entre a geracdo de ROS e a acédo
do sistema antioxidante. A atividade da CAT né&o diferiu entre os tratamentos e a da APX foi
menor no tratamento com 1,11 uM de BAP. Por outro lado, os maiores teores de H,O, e de
MDA (Tabela 4), que traduz a ocorréncia de peroxidacédo lipidica, coincidiram com a maior
incidéncia de hiperidricidade e possivel presenca de betacianina nos tratamentos com BAP,
em especial na dose mais alta (2,22 uM).

O conteldo de MDA tem servido como pardmetro na avaliacdo do nivel de danos
causados por estresse em algumas espécies ou cultivares (GULEN et al. 2008; RUBIO-
WILHELMI et al. 2011; WANG e HANH, 2003). Essa avaliacdo permite determinar o nivel
de dano aos lipidios da membrana celular e de membranas subcelulares. As principais
consequéncias da peroxidacdo lipidica as células sdo a diminuicdo da fluidez, reducdo da
seletividade membranar, danos a proteinas de membrana, inativacdo de receptores, enzimas e
canais i6nicos. Plantas expostas a estresses exibem um aumento nos niveis de peroxidagédo

lipidica devido a geracdo de ROS (GIL e TUTEJA, 2010).
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A recalcitrancia dos explantes hiperidricos corrobora com a ideia de que as ROS podem
ser uma possivel ligacdo entre o estresse oxidativo e a regeneracdo de plantas em cultura de
tecidos (GUPTA e DATTA 2003/4). A correlacdo do fenémeno com o acumulo de ROS ja foi
demonstrada por outros autores e as pesquisas sugerem a existéncia de um estresse oxidativo
atrelado a condicdo de hiperidricidade. A hiperidricidade compromete a qualidade e prejudica
a aclimatacéo das plantas micropropagadas. Na micropropagacao comercial, cerca de 60% das
plantas podem apresentar sintomas de hiperidricidade (WU et al. 2009).

De acordo com Amoo et al. (2010), a maioria dos problemas na micropropagacao para
producdo em larga escala, tais como baixa taxa de multiplicagdo, anormalidades
morfolégicas, enraizamento inadequado podem ser minimizados utilizando o tipo e a
concentracdo adequada de regulador de crescimento, em especial as citocininas.

Concluséo

Os resultados deste trabalho apontam para o uso da mT na micropropagac¢do da palma
forrageira em meio MS solido. O teor de MDA e a ocorréncia de hiperidricidade com o
surgimento de uma coloracdo que remete a presenca de betalainas séo indicativos de estresse

que pode acarretar em recalcitrancia do material vegetal.

Tabela 1 — NUmero de brotagdes por explante, altura e matéria fresca de
brotos de palma forrageira (Opuntia stricta Haw) cultivadas in vitro com
diferentes tipos e concentra¢@es de citocininas, durante 45 dias.

Concer_ltragapltlpo de N° de Altura dos Matéria fresca
citocinina
(umol L) brotos/explante brotos (cm) dos brotos (g)
BAP /2,22 1l4a 10c 0,35b
BAP /1,11 12,875 a 14b 0,50 ab
mT /1,11 10,625 a 2,267 a 0,525a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 2 — indices de formacéo de brotos (IFB), formacéo de calo (IFC),
enraizamento (IH) e hiperidricidade (IH) em brotos palma forrageira
(Opuntia stricta Haw) cultivadas in vitro em meio liquido ou sélido com
diferentes tipos e concentra¢des de citocininas, durante 45 dias.

Concentragép/tipo de IFB IEC IE IH
citocinina
(umol L) Meio liquido
BAP /2,22 0 1 0 1
BAP /1,11 0 1 0 1
mT/1,11 0,58 0,42 0,58 1
Meio s6lido
BAP /2,22 0,66 0,42 0,33 1
BAP /1,11 0,91 0,083 0,91 1
mT/1,11 0,91 0,25 0,83 1

Tabela 3 - Atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) e teores de
peroxido de hidrogénio (H,O,) e malondialdeido (MDA) brotos de palma forrageira
(Opuntia stricta Haw) cultivadas in vitro em meio liquido ou sélido com diferentes tipos e
concentragdes de citocininas, durante 45 dias.

Concentragaoltipo de APX CAT H,0; MDA
(umol LY pmol H202/_ mg | pmol HZOZI_ mg (nmol/gMF) (nmol/gMF)
proteina/ min * | protefna/ min *
BAP /2,22 5.901,0a 160,25 a 475 a 29a
BAP /1,11 4.246,0b 150,00 a 330b 1.2b
mT /1,11 5.359,5a 150,50 a 3,97 ab 1,725 b

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade.
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Figura 1. Aspectos de hiperidricidade em brotos de palma forrageira (Opuntia stricta Haw) cultivadas in
vitro com diferentes tipos e concentrac@es de citocininas, durante 45 dias. (a) brotos cultivados em meio
liquido; (b) brotos cultivados em meio sélido.
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ANEXO

INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE ARTIGO A REVISTA
SCIENTIA AGRICOLA
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Obijetivos e politica editorial

Scientia Agricola é uma publicacdo da Universidade de S&o Paulo, Campus "Luiz de
Queiroz", Piracicaba, uma cidade situada na regido sudeste do Brasil no estado de Sao
Paulo. Scientia Agricola tem por objetivo publicar artigos originais que contribuam para o
desenvolvimento cientifico das Ciéncias Agrarias Ambientais e Bioldgicas.

A revista possui amplo espectro, abrangendo Producdo Vegetal, Producdo Animal,
Engenharia Agricola, Tecnologia Agroindustrial, Ciéncias Florestais e aplicacdes da ciéncia
béasica nas Ciéncias Agrérias, Ambientais, do Solo e Bioldgicas.

Trés tipos de manuscritos podem ser submetidos: artigos de pesquisa originais, revisdes e
avangos técnicos. Submissdes de avancos técnicos devem ter um impacto amplo na
comunidade cientifica e ndo serem restritos a poucos laboratdrios.

Artigos originais, revisdes ou avangos técnicos sao agrupados por assunto nas seguintes
categorias: Engenharia Agricola; Microbiologia Agricola; Agrometeorologia; Ciéncia Animal
e Pastagens; Biometria, Modelagem e Estatistica; Fitotecnia; Ecologia; Entomologia; Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos; Ciéncia Florestal; Genética e Melhoramento de Plantas;
Fitopatologia; Fisiologia Vegetal e Bioquimica; Solos e Nutricdo de Plantas; Zoologia.
Encontra-se indexada no Current Contents®/Agriculture, Biology, and Environmental
Sciences, Science Citation Index Expanded (SciSearch®), CAB Abstracts, SCIELO, AGRIS,
AGROBASE, Chemical Abstracts, INIS, e Tropag & Rural.

Artigos originais avaliados pela Comissao Editorial podem ser submetidos para avaliagdo por
revisores especialistas no tema ou rejeitados sem reviséo pelos pares.

Instrugdes gerais

SUBMISSAO DO MANUSCRITO

* Comece a submissao revendo na integra as Instrugdes aos Autores para garantir que o artigo
esteja de acordo com as normas da Scientia Agricola. Estas paginas sdo atualizadas
periodicamente, portanto, recomenda-se fortemente que o autor leia as normas antes da
submissdo, mesmo que ja tenha feito isso anteriormente.

* Os autores devem submeter os manuscritos pelo sistema eletronico, acessando o

site http://www.scielo.br/sa, clicando em "submissao online".

* Manuscritos deverao ser organizados em MS Word para Windows ou software compativel.
Evite 0 uso de recursos de processamento de texto automatizados, tais como listas e

numeracdo, cabeca e formatag&o subtitulo, links internos, ou estilos.
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« Palavras-chave s6 deverdo ser adicionadas nos casos em que 0s autores acreditem que uma
palavra que ndo esta no titulo ou no resumo ajudaria na indexacéo do manuscrito.
PREPARAQAO DO MANUSCRITO

» Texto e ilustracdes dos originais submetidos a apreciagdo pelo corpo editorial devem ser
escritos em lingua inglesa, segundo as regras de ortografia e gramatica norte-americana.

* Manuscritos devem ser organizados em um arquivo denominado documento principal e em
arquivos separados contendo tabelas e figuras. MS Word ou software compativel, fonte Times
New Roman 12, 3.0 cm de margens e duplo espaco devem ser utilizados para preparar o
documento principal. Organize o documento principal na seguinte ordem: Pagina de rosto,
Resumo (méximo de 250 palavras), Introducdo (normalmente 20-30 linhas), Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos (opcional), Referéncias, e Legendas das
Figuras.

* O item Conclusdo é opcional e, quando utilizado devera vir apés a se¢do de discussdo. O
item Resultados e Discussdo podem ser combinados e, a conclusdo pode ser incorporada a
discussao.

* O manuscrito deve ter um maximo de 30 paginas (papel A4); linhas e paginas devem ser
numeradas sequencialmente, ilustracdes e tabelas inclusive.

 Tabelas e Figuras devem ser carregadas no sistema em arquivos separados, somente uma
tabela ou figura por arquivo.

Pagina de rosto:

* O manuscrito deve ter uma pagina de rosto com o titulo (méximo de 15 palavras), nomes
dos autores e afiliagdes completas.

* Deverd ser fornecido um titulo abreviado de 40 caracteres ou menos (além do titulo do
trabalho completo).

* Os autores devem selecionar uma categoria: Engenharia Agricola; Microbiologia Agricola;
Agrometeorologia; Ciéncia Animal e Pastagens; Biometria, Modelagem e Estatistica;
Fitotecnia; Ecologia; Entomologia; Ciéncia e Tecnologia de Alimentos; Ciéncias Florestais;
Genética e Melhoramento de Plantas; Fitopatologia; Fisiologia Vegetal e Bioquimica; Solos e
Nutricdo de Plantas; Zoologia.

* O autor correspondente deve ser identificado (a) por um asterisco € um enderego eletronico
institucional do autor(a) correspondente deve ser informado.

* A afiliacdo/endereco funcional dos autores (as) deve ser informado da maneira mais

detalhada possivel.
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* O autor correspondente devera assumir a responsabilidade plena e igualitaria para o
manuscrito, incluindo o cumprimento das politicas do periddico, e serd o contato prioritario
com a revista.

» Por favor, fornega afiliacdo institucional de cada autor no momento que a pesquisa foi
realizada.

* Se um autor se mudou para uma instituicdo diferente, o novo local pode ser indicado em
nota de rodapé. NUmeros sobrescritos separados por virgulas (sem espa¢os) sdo utilizados
para filiacdes dos autores. Simbolos sobrescritos separados por virgulas (sem espacos) séo
utilizados para notas de rodapé do autor. Use na ordem §, 1, 88, 1.

Tabelas e Figuras

Tabelas:

* Devem ser numeradas sequencialmente com algarismos ardbicos, e geradas com a
ferramenta "Tabela" do MS Word ou MS Excel (manuscritos contendo tabelas coladas como
figuras serédo devolvidos aos autores).

* Os titulos devem aparecer imediatamente acima do corpo das tabelas.

* Numere figuras e graficos sequencialmente usando algarismos arabicos.

Figuras/Graficos:

* Graficos devem ser gerados em MS Excel.

* Fotografias devem ser apresentadas como arquivo "tagged image format [TIFF]", 300 DPI.

* Numere figuras e graficos sequencialmente segundo a ordem em que aparecem no texto.

* As figuras devem fornecer informagdes suficientes para que o leitor possa compreendé-las
sem uma contribuicdo significativa do texto.

e Para as figuras que contém mais de um painel, designar os painéis com letras maiusculas
(sem parénteses e sem pontos apos as letras) no canto superior esquerdo de cada painel, se
possivel.

* As palavras utilizadas nas figuras devem ser iguais as utilizadas no manuscrito no que diz
respeito a capitalizacdo, italico e simbolos.

INFORMA(;()ES COMPLEMENTARES

* Manuscritos envolvendo avaliacdo da bioatividade de produtos quimicos e/ou biolédgicos,
incluindo reguladores do crescimento, em insetos, acaros, fungos, bactérias, nematdides e
plantas daninhas, ndo serdo objeto de anéalise para publicacdo na Scientia Agricola.

* Manuscritos que reportarem a avaliagdo de melhorias ou protocolos de cultura de tecidos
baseados no teste de aditivos, explantes ou condigdes de crescimento, ou ainda que falhem em
mostrar uma melhoria substancial que ndo poderia ser deduzida da literatura existente, ndo

serdo considerados para publicacdo na Scientia Agricola.
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* Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Codigos Internacionais de
cada area.

» Os conceitos e opinides contidos nos artigos sédo de exclusiva responsabilidade dos (as)
autores(as).

Referéncias Bibliogréaficas

As referéncias e citagcOes para artigos da Scientia Agricola serdo organizadas utilizando o
estilo de formato minimo ‘autor, ano' ou 'nome (ano)'. Checar se todas as cita¢cGes no texto
constam da lista de referéncias bibliograficas. Os exemplos:

1. Apenas um autor: Reichardt (2000) ou (Reichardt, 2000).

2. Dois autores: Fiorio and Dematté (2009) ou (Fiorio and Dematté, 2009).

3. Trés ou mais autores: Rosso et al. (2009) ou (Rosso et al., 2009).

4. Organizar as referéncias em ordem alfabética e cronologicamente dentro de parénteses, e
use (;) ponto e virgula para separar citagdes multiplas dentro de parénteses, por exemplo:
(Boleli, 2003; Boerjan, 2006; Muraroli and Mendes, 2003).

5. Identificar multiplas citacfes 'mesmo autor, mesma data' com a ajuda de letras minusculas,
por exemplo: (Cyrino, 20044, b).

6. Usar o estilo "autor-ano" para ordenar a lista de referéncias, e: (i) abreviar os primeiros e
segundos nomes dos autores, mas nenhuma outra palavra; (ii) usar letras maiusculas para
todos os acrénimos, isto é, quando o autor for uma organizacdo; (iii) utilizar letras maitsculas
para a 12 letra do sobrenome e demais inicias dos autores, que deverdo ser separados por um
ponto (.); (iv) separar autores por ponto-e-virgula; (v) ndo usar "e comercial” (&) nas citacoes,
nem na lista de referéncia; (vi) ndo usar caracteres grifados ou negritados para destacar
qualquer parte da referéncia; (vii) usar letras maitsculas na 12 letra dos titulos de livros e de
periodicos; (viii) ndo usar virgula (,) para separar o titulo do periddico e o volume; (ix)
separar 0s numeros de volume do periddico das paginas por dois pontos (:); (x) usar 0s
nameros completos das paginas; (xi) separar os nimeros de pagina por um traco (-); (Xii)
separar 0s grupos de paginas por uma virgula se o artigo foi publicado em péaginas
descontinuas; (xiii) discriminar o numero da edi¢do de um livro ou manual como "2ed", por
exemplo; (xiv) sobre livros e manuais, nomear os editores ou a editora antes de discriminar a
localidade sede dos editores ou da editora; (xv) separar os editores ou a editora da localidade
por meio de uma virgula (,); e (xvi) nestes casos, declarar os nomes da cidade, do estado e do
pais.

6.1 Revistas/Periddicos Cientificos

Guillard, R.R.L.; Wangersky, P. 1958. The production of extracellular carbohydrates by some

marine flagellates. Limnology and Oceanography 3: 449-454.
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6.2 Livros

6.2.1 Livros com autores

Pais, I.; Jones Jr., J.R. 1998. The Handbook of Trace Elements. St. Lucie Press, Boca Raton,
FL, USA.

6.2.2 Livros com editores /organizadores

Day, W.; Atkin, R.K., eds. 1985. Wheat Growth and Modelling. Plenum Press, New York,
NY, USA.

6.2.3 Livros (e manuais) com organizacgdo/instituicdo como autor ou editora/organizadora
Association of Official Analytical Chemists - International [AOAC]. 2005. Official Methods
of Analysis. 18ed. AOAC, Gaithersburg, MD, USA.

6.3 Capitulo de Livro

Sharpley, A.N.; Rekolainen, S. 1997. Phosphorus in agriculture and its environmental
implications. p. 1-53. In: Tunney, H.; Carton, O.T.; Brookes, P.C.; Johnston, A.E., eds.
Phosphorus loss from soil to water. CAB International, New York, NY, USA.

6.4 Fontes eletrdnicas

6.4.1 Elementos necessarios para listar citacdes de sites da rede mundial de computadores:

A autoria, autor ou fonte. Ano. O titulo do documento da web ou pagina da web (isto &, titulo
principal da pagina). [meio] (data de atualizacdo). Disponivel em: endereco completo para
localizar o recurso (URL / endereco) [Accessed Sep. 19, 1992]

6.4.2 Elementos necessarios para listar publicacfes disponiveis na rede mundial de
computadores:

A autoria, autor ou fonte. Ano. O titulo do documento ou pagina da web. [meio]
Produtor/Editor. Disponivel em: endereco completo para localizar o recurso [Accessed Sep.
19, 1992]

6.5 Listagem de referéncias néo escritas em inglés

A Scientia Agricola ndo incentiva os autores a usarem referéncias que ndo podem ser
facilmente acessadas e compreensiveis por leitores do exterior. No entanto, se essas
referéncias forem essenciais para interpretacdo dos resultados, relatados no texto, forneca o
titulo em inglés, informando adicionalmente a linguagem do artigo original no final da
referéncia, como exemplificado a seguir:

Baretta, D.; Santos, J.C.P.; Figueiredo, S.R.; Klauberg-Filho, O. 2005. Effects of native
pasture burning and Pinus monoculture on changes in soil biological attributes on the
Southern Plateau - Brazil of Santa Catarina Revista Brasileira de Ciéncia do Solo 29: 715-724

(in Portuguese, with abstract in English).

77



