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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUCAO GERAL

O cultivo da cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) estende-se a regifes
tropicais e subtropicais de mais de 80 paises, sendo o Brasil seu maior produtor. Este
agronegocio assume papel relevante no cenario socioeconémico nacional e mundial,
fornecendo matéria-prima para as agroindustrias do agucar, &lcool e aguardente, além de
representar uma importante fonte de geracdo de empregos e renda no setor industrial e
rural (CIB, 2010).

Em decorréncia da posicdo de destaque que ocupa na economia mundial, a
cultura da cana-de-agucar esta freqlientemente inserida em programas de melhoramento,
visando a introducdo de caracteristicas de interesse agrondémico, como resisténcia a
pragas e patdgenos, tolerdncia a herbicidas e aumento no teor de sacarose. Nos
programas de melhoramento da cana-de-aglcar, a transformacdo genética ¢ uma
importante ferramenta para a obtencéo de variedades agronomicamente superiores. Para
a transformacdo genética, é essencial o desenvolvimento de protocolos eficientes de
cultivo in vitro, tanto para o processo de transformacédo propriamente dito, como para a
obtencdo e multiplicacdo de mudas transformadas (DESAI et al., 2004).

A micropropagacdo é uma alternativa ao processo convencional de propagacéo
vegetativa da cana-de-acUcar por meio de colmos. Altas taxas de multiplicacdo podem
ser alcangadas por esse método que reline as vantagens da producdo de mudas in vitro
com alto padréo fitossanitario e fisiologico, em curto prazo e reduzido espaco fisico
(HENDRE, 1983; TORRES et al., 1998; PEREIRA & FORTES, 2003; ALl et al.,

2008).



O sucesso para o cultivo in vitro de plantas depende de fatores como: genétipo;
tipo, idade e tamanho dos explantes; composi¢cdo do meio de cultura; tipos e dosagens
de reguladores de crescimento vegetais adicionados ao meio e condic@es de cultivo. Os
reguladores de crescimento vegetais, substancias sintéticas que produzem efeitos
semelhantes aos dos fitormdnios, tém se destacado como os principais controladores da
morfogénese in vitro (THORPE, 1994; MOREIRA-DIAS et al., 2001; SILVA et al.,
2005). Segundo George & Sherrington (1984), a morfogénese in vitro é regulada pela
interacdo e balanco entre os reguladores de crescimento acrescidos ao meio de cultura,
principalmente citocininas e auxinas.

As citocininas sdo uma das principais classes de reguladores de crescimento
usados na micropropagacdo. Caracterizam-se por promoverem a gquebra da dominancia
apical, aumentando a taxa de multiplicacdo por meio de brotacdes laterais relacionadas
a atividade promovida nos meristemas. O tipo e a concentracdo de citocinina estdo entre
os fatores que mais influenciam no sucesso da multiplicacdo in vitro. A citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP - N-(fenilmetil)-7H-purina-6-amina) tem se mostrado muito
eficaz em promover a multiplicacdo em diversas espécies, seguida da cinetina (KIN -
N®-furfuriladenina), que também é empregada em muitos experimentos de cultura de
tecidos de plantas (TOMBOLATO & COSTA, 1998). Concentracdes elevadas de
citocininas podem incrementar a a¢do da citocinina-oxidase, impedir a atuacdo da
citocinina sobre a divisdo celular e, consequentemente, a inducdo de brotacdes (SOUZA
et al. 1995). Existem registros de fitoxicidade do BAP em diferentes espécies de plantas
(BAIRU et al. 2007, 2008, 2009).

Anormalidades anatdmicas e ultraestruturais, alteragdes metabodlicas, nanismo,

teratologia, albinismo e hiperidricidade tém sido descritas em varios sistemas de cultivo



in vitro como decorrentes da exposicdo excessiva a citocininas (RAMAGE &
WILLIAMS, 2004), bem como a formacdo de touceiras caracterizadas por uma
superbrotacdo e encurtamento dos brotos em cana-de-aclcar durante o processo de
micropropagacao, a essa formacgédo da-se o nome de massa verde.

Essas anomalias morfofisioldgicas e metabdlicas de plantas, células, tecidos e
orgdos cultivados in vitro acarretam auséncia ou perda da capacidade morfogénica e
podem ser ocasionados por estresse oxidativo, induzido por diversos fatores incluindo a
super exposicdo a reguladores de crescimento in vitro (CASSELLS & CURY, 2001;
GASPAR et al.,2002).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a hipdtese de que a ocorréncia de massa
verde é resultante da exposi¢do prolongada ou excessiva ao BAP, analisando o status

redox do material vegetal que apresenta essa desordem fisiologica.



2. REVISAO DE LITERATURA / FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS, SOCIO-ECONOMICOS E BOTANICOS DA

CANA-DE-ACUCAR.

As primeiras noticias sobre a existéncia da cana-de-agucar encontram-se
anotadas nas escrituras mitologicas dos hindus e nas Sagradas Escrituras. Até o século
XVIII foi considerada como remédio e mesmo artigo de luxo. Apareceu primeiramente
nas ilhas do Arquipélago da Polinésia. As caravelas, antes de iniciarem suas viagens,
levavam mudas de cana-de-agUcar junto as suas provisdes, para serem plantadas em
novas terras e servirem de suprimentos as novas expedicBes. Foi assim que ocorreu a
introducdo da cana-de-agucar nas Américas através da segunda expedicdo de Cristévao

Colombo, em 1493 (CESNIK, 2004).

As primeiras mudas de cana-de-acucar chegaram ao Brasil por volta de 1515,
vindas da llha da Madeira (Portugal), tendo sido o primeiro engenho de acUcar
construido em 1532, na capitania de Sdo Vicente. Mas foi no Nordeste, especialmente
nas capitanias de Pernambuco e da Bahia, que 0s engenhos de aclcar se multiplicaram.
Historicamente, a cana-de-agUcar sempre foi um dos principais produtos agricolas do
Brasil, e hoje, o pais tem novamente a primeira posicdo no ranking mundial (CIB,

2010).

O Brasil é hoje o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, com
aproximadamente 665 milhdes de toneladas na safra 2010/2011, em uma éarea de 8,1
milhGes de hectares, o que representa apenas 2,3% da area agricola do pais (CONAB,
2010). Os bons nameros e o0 aprimoramento tecnol6gico permitem que o pais seja

também o maior exportador mundial de agucar, respondendo sozinho por 45% de todo o



produto comercializado no mundo. Na fabricacdo de etanol, que utiliza
aproximadamente 1% da area agricultavel do pais e 57% da area plantada com cana-de-
acucar, o Brasil divide com os EUA o papel de maior produtor mundial, onde juntos, os

paises sdo responsaveis por 70% de todo o etanol produzido no planeta (CIB, 2010).

A regido Nordeste ocupa a segunda posi¢do no ranking da producdo nacional
com mais de 64 milhdes de toneladas, respondendo a aproximadamente 12% da
producdo nacional. Pernambuco apresenta uma producdo superior a 19 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar destinada a industria sucroalcooleira, sendo classificado

como o segundo maior produtor do Nordeste (CONAB, 2010).

De acordo com Matsuoka (1996), em meados do século passado, os canaviais do
mundo todo passaram a apresentar graves problemas fitossanitarios, com elevadas
perdas de producdo e, com isso, muitas inddstrias foram a faléncia. Em virtude desse
fato, e do conhecimento das leis da genética aliada a descoberta de que a cana-de-acUcar
produzia sementes, comecaram 0s esforcos para 0 melhoramento genético da cultura.
Atualmente, os programas de melhoramento genético de cana-de-agcUcar sao
desenvolvidos em diferentes paises, por institui¢cbes publicas e privadas, ou em sistemas
cooperativos formados por produtores (CESNIK, 2004). No Brasil, os programas de
melhoramento genético foram criados inicialmente por produtores curiosos, no inicio do
século passado. Em 1972 foi criado o Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-
acucar (PLANALSUCAR), o qual apds sua extingdo em 1990, passou a ser conduzido
pelas Universidades Federais que compde a Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA). Atualmente a RIDESA é

composta por dez Universidades Federais (UFRPE, UFAL, UFRJ, UFPR, UFV, UFS,



UFPI, UFG, UFMT, UFscar). Essas instituicbes sdo responsaveis pelas variedades de

cana-de-agucar com a sigla RB (Republica do Brasil) (RIDESA, 2011).

A cana-de-aclcar € uma graminea perene do reino Plantae, divisdo
Magnoliophyta, classe Liliopsida, ordem Poales, familia Poaceae, género Saccharum e
espécie Saccharum officinarum L. As raizes sdo fasciculadas e podem atingir até 4 m de
profundidade, embora cerca de 80% das raizes concentrem-se nos 20 cm superficiais do
solo. As folhas sdo simples, alternadas e formadas por lamina e bainha, ambas ligadas
por uma porcao internamente membranosa denominada ligula. A bainha, em geral,
apresenta na borda a auricula e possui pélos. O caule é do tipo colmo e as flores se
arranjam em inflorescéncia denominada panicula. A cana-de-aclcar é considerada uma
das plantas com maior eficiéncia fotossintética e constitui-se numa cultura de alto

rendimento de matéria verde, energia e fibras (SAMPAIO et al., 1995).

A variedade RB 872552 é recomendada para plantios de verdo com colheita no
final da safra e apresenta como caracteristicas agroindustriais: maturacdo precoce, teor
alto de sacarose e médio de fibras, bom perfilhamento e fechamento entrelinhas, com
alta produtividade agricola e industrial e, como consequéncia, elevada producdo de

acucar por area. Seus destaques sao a produtividade e adaptabilidade (RIDESA, 2005).

2.2 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

H& mais de 100 anos, Haberlandt elaborou o conceito de cultura de tecidos
vegetais e forneceu as bases para o cultivo de células vegetais, tecidos e 6rgdos de
plantas. Inicialmente a cultura de tecidos vegetais surgiu como uma ferramenta de
pesquisa e centrou-se sobre as tentativas de cultivar e estudar o desenvolvimento de

células isoladas e segmentos de tecidos vegetais. A cultura de tecidos envolve, portanto,



um conjunto de técnicas mediante as quais um explante (parte isolada de uma planta,
como protoplastos, células, tecidos e 6rgdos) é cultivado de forma asséptica em um
meio nutritivo, sob condi¢bes controladas de temperatura e luminosidade (SOUZA et

al., 2006).

Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como explante, em vista da
totipoténcia, ou seja a capacidade do tecido ou celulas de gerar Orgdos e outras
estruturas da planta. Na pratica, entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham
maior proporcao de tecido meristematico, ou que tenham maior capacidade de expressar
a totipoténcia (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Sob condi¢des in vitro e em
funcdo da composicdo quimica do meio nutritivo, € possivel manter indefinidamente a
proliferacdo de calos ou o cultivo de células em suspensdo, iniciar a formacéo de brotos
e raizes ou promover a embriogénese somatica. Todas essas possibilidades tém
aplicacdo pratica na biotecnologia: culturas de células indiferenciadas e culturas de raiz
podem ser usadas na producdo de metabdlitos secundarios com valor comercial,
enquanto a capacidade de formacdo de brotos € usada em tecnologias de
micropropagacdo de gendtipos valiosos (hibridos, material sanitizado ou espécies

vegetais raras) (EZHOVA, 2003).

Em meados do século XX, a nocdo de que as plantas poderiam ser regeneradas
ou multiplicadas a partir de calos ou da cultura de 6rgdos foi amplamente aceita e se
seguiu a aplicacdo prética na indastria de propagacdo de plantas. A técnica foi
anunciada como o sistema universal de propagacdo clonal em massa de plantas para o
futuro e o termo "micropropagacgéo” foi introduzido para descrever com mais precisao o

processo (AKIN-IDOWU et al., 2009). Um maior impulso foi dado nos anos 70, com



crescente interesse, tanto na aplicacdo em nivel comercial como para auxiliar programas
de melhoramento genético (GYVES, 1994). No ano de 1980 muitos laboratérios
comerciais foram estabelecidos ao redor do mundo para aproveitar o potencial da
micropropagacdo para producdo clonal de plantas em larga escala para o setor de

horticultura (AKIN-IDOWU et al., 2009).

Esta técnica viabiliza a clonagem de varias espécies, permitindo a formacéo de
individuos geneticamente idénticos a partir de células, 6rgdos ou pequenos fragmentos
de uma planta matriz. E um procedimento de importancia pratica e potencial na
agricultura, com especial enfoque na producdo de mudas em larga escala, no
intercdmbio de germoplasma, bem como na pesquisa basica, principalmente em
citologia e fisiologia celular. O uso da micropropagacédo tem se destacado para a cultura
de cana-de-acgucar, principalmente, no lancamento de novas variedades, promovendo
para os agricultores maior rapidez ao acesso as novas cultivares desenvolvidas pelos

programas de melhoramento genético (SOUZA et al., 2006).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), o processo de micropropagacao
divide-se em trés estagios: No estadio I, realiza-se a selecdo de explantes e a
desinfestacdo total do mesmo seguido da cultura em meio nutritivo sob condicdes
assépticas. Esta etapa apresenta uma grande dificuldade quanto a obtencdo de tecidos
descontaminados sem conduzi-los & morte, quando isolados. Sdo determinantes os pré-
tratamentos aplicados na planta matriz para o sucesso dessa etapa do trabalho,
principalmente no que se refere aos microrganismos enddgenos. No estadio I,
promove-se a multiplicagdo dos propagulos mediante sucessivas subculturas em meio

proprio para a multiplicagdo. Embora o objetivo desta fase seja produzir o maior
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numero de plantas possivel, no menor espaco de tempo, alguns aspectos qualitativos
devem ser considerados. Ndo basta conseguir altas taxas de multiplicacdo em alguns
explantes. O importante é obter uma taxa média satisfatoria com o minimo de variagédo
de explante para explante. Outro aspecto essencial é a qualidade e homogeneidade das
partes aéreas produzidas, pois isto vai determinar o sucesso na fase de enraizamento. No
estadio Ill, ocorre a transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de
enraizamento e subsequente transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo,

processo este também chamado de aclimatizacdo.

A metodologia tradicional de micropropagacdo fundamenta-se em cultivos em
pequenos frascos, com numero reduzido de plantas por frasco, e uso de meio nutritivo
gelificado, 0 que acarreta intensa manipulacdo das culturas. Sistemas automatizados de
imersdo temporaria surgiram na década de noventa e ampliaram a capacidade de
producdo de plantas micropropagadas permitindo a automacéo do processo e a reducao

de custos (LORENZO et al., 1998, 2001; LAKSHMANAN, 2006).

Os biorreatores podem ser conceituados como equipamentos para cultivo sob
imersdo temporaria ou permanente de células, gemas, embrides ou qualquer tipo de
propagulo que possa ser utilizado na micropropagacdo. O meio de cultura liquido,
utilizado nesse sistema permite a renovacdo do ar durante o cultivo, bem como o
monitoramento de alguns parametros essenciais ao crescimento do propagulo, tais como
pH, oxigénio dissolvido, temperatura, concentracdo de ions, etc; bem como a prevencao
de distarbios fisiol6gicos dos brotos e a hiperidricidade (TEIXEIRA, 2002). Os
primeiros biorreatores derivaram de equipamentos denominados fermentadores, os

quais foram, ha muitas décadas, desenvolvidos para cultivo de fungos e bactérias para
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fins industriais. Assim, 0s primeiros biorreatores testados para plantas continuaram
sendo chamados de fermentadores, por serem utilizados basicamente para o cultivo de
células vegetais isoladas, de forma muito parecida com o que era feito com os fungos e
bactérias. Inicialmente, os fermentadores foram empregados com pouca ou nenhuma
modificacdo para o cultivo de células vegetais. Para isso, pequenos ajustes foram feitos
na taxa de renovacdo do ar e nas formas de agitacdo das células (TAKAYAMA &

AKITA, 1994).

O primeiro relato sobre o uso de biorreatores para propagacdo vegetal foi

primeiramente feito por Takayama e Misawa (1981) para micropropagacao de begonia.

Os sistemas de cultivo em biorreatores de imersdo podem ser divididos em
permanentes ou temporarios. No sistema permanente, os explantes ficam sempre em
contato com o meio de cultura, enquanto no sistema temporario, o0 material vegetal entra
em contato com o meio de cultura de tempos em tempos, de acordo com programacao
predefinida (ALVARD et al., 1993). Este método fundamenta-se no principio de que as
plantas se desenvolvem melhor e mais rapidamente quando cultivadas em intervalos
regulares de imersdo em meio liquido seguido de drenagem. O maior contato das
plantas com o0 meio de cultura aumenta consideravelmente, a sua absorc¢ao, uma vez que
0s nutrientes podem ser absorvidos pelas folhas, caules e raizes. Em tese, as plantas
absorvem mais nutrientes no sistema de imersdo do que no tradicional e,

consequientemente, produzem mais biomassa (TEIXEIRA, 2002).

2.2.1. MORFOGENESE IN VITRO

Morfogénese in vitro é o processo de surgimento de Orgdos ou estruturas

vegetais a partir de células ou tecidos que originalmente ndo possuem essa forma ou
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estrutura (COOPER, 2001). Processos morfogenéticos incluem o crescimento, divisdo e
diferenciacdo das células, que dependem basicamente, da atividade e expressdo de
determinados genes que sdo regulados por diversos fatores enddgenos e exo6genos
(EZHOVA, 2003). Entre os fatores enddgenos o genético incorpora o estoque de
potencialidades que podem ser expressas durante o desenvolvimento e um segundo fator
estd representado pelas caracteristicas originadas durante a ontogénese. Finalmente,
existem as caracteristicas cuja expressao depende apenas do ambiente (KERBAUY,

1999).

O processo de desenvolvimento de uma nova planta pode ocorrer via
organogénese ou embriogénese somatica. A organogénese é o processo de formacéo de
uma nova planta a partir de um explante mediante a formacéo de érgdos (parte aérea e
raizes), enquanto que na embriogénese somatica ocorre a formacdo de embrides a partir
de células ndo zigoticas. Ambas as rotas podem ocorrer sem ou com a formacéo de
calos, caracterizando a via direta ou indireta, respectivamente. Na via morfogénica
direta, seja organogénica ou embriogénica, 0s 6rgdos ou embrides somaticos surgem a
partir de meristemas pré-existentes nos tecidos do explante, enquanto que pela via
indireta ocorre primeiro a formacéo de calos, seguindo-se a formacdo de meristemoides
e finalmente, plantas ou embrides (ANDRADE, 2002). Os calos, formados na via
morfogénica indireta, sdo definidos como um “grupo ou massa de células com
crescimento desordenado, as quais podem apresentar certo grau de diferenciagdo”

(TORRES et al., 2000).

O sucesso para qualquer via de regeneragédo in vitro depende de fatores, tais

como: 0 genotipo, o tipo, a idade e o tamanho dos explantes, a composi¢do dos meios de
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cultura, as condicdes de cultivo e os tipos e as dosagens de reguladores de crescimento
adicionados ao meio, os quais se tém destacado como os principais controladores da
morfogénese in vitro (THORPE, 1994; MOREIRA-DIAS et al., 2001; SILVA et al.,

2005; SILVA et al., 2008).

A produtividade (numero de plantas produzidas por unidade de cultura) de
brotos de cultivares de cana-de-agUcar em sistema de imersdo temporaria mostrou-se
dependente da freqliéncia de imersédo, tamanho do explante e gen6tipo (MORDOCCO et
al., 2009). Ali et al. (2008), trabalhando com micropropagacdo de dois gendétipos de
cana-de-acucar (CP 77 400 e BL 4) também constataram a influéncia genotipica na
morfogénese in vitro em resposta a diferentes concentracdes de reguladores de

crescimento.

2.2.2. REGULADORES DE CRESCIMENTO E MULTIPLICACAO IN VITRO

Reguladores de crescimento sdo substancias quimicas que tém efeito sobre o
metabolismo vegetal (LAMAS, 2001). Adicionados ao meio de cultura, em
concentracdes especificas, desempenham um papel fundamental no crescimento e
morfogénese em cultura de tecidos de plantas (PIERIK, 1990; FLORES et al., 1998). A
adicdo de reguladores de crescimento na fase de estabelecimento in vitro tem como
principal objetivo suprir as possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de hormonios
nos explantes que se encontram isolados das regides produtoras da planta-matriz

(SILVA et al., 2006).

Ja foi demonstrado que as citocininas sdo capazes de regular a expressdo dos
genes STM (relacionado com a formacdo do meristema apical durante a embriogénese e

manutencdo do meristema apical e meristema floral na fase pos-embrionério) e KNAT1
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(envolvido na manutencéo do estado meristematico das celulas) e isto explica porque as
citocininas aumentam a capacidade de formacdo de brotos in vitro e in vivo. A
concentracdo e o tipo de citocinina determinam o potencial morfogenético dos

explantes.

O crescimento e a morfogénese in vitro sdo fatores regulados pela interacéo e
balanco dos fitormdnios existentes no meio de cultura, principalmente citocininas e
auxinas (GEORGE & SHERRINGTON, 1984). As citocininas sdo indispensaveis na
fase de multiplicacdo in vitro, pois sdo responsaveis pela quebra da dominéancia apical e
inducdo da proliferacdo de gemas axilares (MOK et al., 2000). O tipo da citocinina e sua

concentracdo sdo os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicacéo in vitro.

A BAP (6-Benziloaminopurina) é a citocinina mais utilizada e vem se mostrando
mais eficiente para promover a multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias em diferentes espécies de vegetais. A razdo da sua eficiéncia pode estar
relacionada a capacidade dos tecidos vegetais em metabolizarem reguladores de
crescimento naturais mais rapidamente que os sintéticos (SOUZA & JUNGHANS,

2006).

ConcentracOes elevadas de citocininas podem aumentar a a¢do da citocinina-
oxidase, impedindo a atua¢do da citocinina sobre a divisdo celular e, consequentemente,
a inducdo de brotacbes (BARRUETO CID, 2000). Alguns trabalhos apontam a
fitoxicidade do BAP em diferentes espécies de plantas (KUBALAKOVA & STRNAD,
1992; BAIRU et al., 2007, 2008, 2009). Esta toxicidade é muitas vezes atribuida a
natureza mais estavel do BAP e seus metabolitos, tais como [9G] BAP nos tecidos

vegetais in vitro e ex vitro, em comparagdo com outras citocininas.
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O efeito tdxico caracteriza-se, principalmente, pelo baixo nimero de brotacdes,
entufamento e falta de alongamento das culturas, reducdo no tamanho das folhas,
encurtamento dos entrends, engrossamento do caule e vitrificacdo generalizada
(BARRUETO CID, 2000; ALI et al., 2008; KHAN et al., 2008). Além do efeito sobre o
aspecto das brotacdes, 0 excesso de citocinina pode resultar no surgimento de um
numero muito elevado de gemas adventicias o que pode ser indesejavel do ponto de
vista da integridade clonal (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). O efeito da
citocinina ndo se restringe apenas ao subcultivo em que foi adicionada, sendo observado
um efeito residual de uma transferéncia para outra, sendo este fenémeno conhecido por
habituacdo. Acredita-se que a habituacdo seria mantida por um feedback positivo, na
qual as citocininas induziriam a propria sintese ou inibiriam sua degradagdo
(KERBAUY, 1999). Esse efeito torna-se limitante na etapa de alongamento e
enraizamento, sendo necessaria uma fase intermediaria de desintoxicacdo das culturas

em meio com concentracdo reduzida ou em auséncia da citocinina.

2.2.3. CULTIVO IN VITRO DE CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-aclicar foi uma das primeiras culturas industriais a ser
micropropagada em escala comercial (WORLD SUGAR STATISTICS, 2005). Os
primeiros trabalhos de cultivo in vitro com cana-de-acUcar registraram a regeneracao de
plantas a partir de calos (NICKELL,1964; BARBA & NICKELL, 1969; HEINZ &
MEE, 1969). Para a cana-de-aclcar, a propagacdo in vitro é bastante vantajosa,
considerando que um dos maiores problemas enfrentados em programas de
melhoramento genético convencional nessa cultura é a dificuldade de multiplicar o

material selecionado com rapidez. Normalmente, antes da utilizagdo da
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micropropagacao, alem dos 10 ou 15 anos de selecdo, eram requeridos mais alguns anos

para se estabelecer as novas cultivares em plantios comerciais (DONATO et al., 2005).

A micropropagacdo de cana-de-aclcar € bem documentada na literatura
cientifica e atualmente sua clonagem comercial € realizada em biofabricas. Diferentes
protocolos de micropropagacao de cana-de-aclicar mostram a viabilidade desta técnica
em meio semi-solido (GARCIA et al., 2007), liquido estacionario e por imersdo

temporaria (LORENZO et al., 2001; ARENCIBIA et al., 2008).

Na década de 90, o inicio da cultura de meristema em cana-de-agUcar, visava
principalmente, a limpeza de variedades que se encontravam em declinio devido aos
ataques de pragas tradicionais ou recém introduzidas além de problemas fitopatoldgicos.
Na busca de obtencdo de alta qualidade de matéria prima para a industrializacdo, e da
necessidade de ganhos crescentes de produtividade para fazer frente aos frequentes
choques na economia, a demanda técnica introduziu novos objetivos aos fundamentos
do processo de cultura de tecidos: oferta ampla de material atualizado em relacdo as
caracteristicas agroindustriais requeridas pelo setor, adiantando-se na expansdo de
variedades potencialmente promissoras e possibilidade de formacdo de um banco

genético de mudas sadias, e geneticamente idénticas (CRUZ et al., 2009).

As novas plantas sdo regeneradas a partir de meristemas apicais e axilares e de
tecidos de folhas imaturas (CESNIK & MIOCQUE, 2004; LEMOS, 2009). A
micropropagacdo da cana-de-agUcar vem se desenvolvendo com sucesso e tem
conseguido bastante aplicabilidade, facilitando a rdpida multiplicacdo das novas
variedades melhoradas e garantindo a producdo de mudas livres de pragas e doencas,

passiveis de transmissdo pelos métodos tradicionais de propagagao.
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO: ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E

SISTEMA ANTIOXIDATIVO

Ha cerca de dois bilhdes de anos atras, o oxigénio molecular (O,) foi introduzido
em nossa atmosfera, a partir da evolucdo dos organismos fotossintetizantes (VINOCUR

& ALTMAN, 2005).

O oxigénio na sua forma molecular é pouco reativo, mas tem a capacidade de
originar estados excitados reativos como radicais livres e derivados (SCANDALIOS,
1993). Com dois atomos de oxigénio, o O, é completamente reduzido por quatro
elétrons transportados ao longo da cadeia respiratoria, gerando duas moléculas de agua.
No entanto, uma pequena parcela dos elétrons escapa da cadeia respiratoria, resultando
em uma reducdo parcial do oxigénio molecular, levando a producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) na forma de oxigénio singleto (*O,), anion superdxido (O"),
peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH) (MITTLER, 2002). Essas
moléculas tdéxicas sdo formadas durante funcbes metabolicas normais nos
peroxissomos, cloroplasto e mitocéndrias ou induzidas por estimulos ambientais aos

quais as plantas estdo constantemente expostas (MITTLER, 2002; EAUX, 2007).

As ROS sdo formadas em etapas de reducdo univalente a partir do oxigénio
molecular. O primeiro passo na reducdo de O, produz radicais de vida relativamente
curta, os superoxidos. Esses radicais de oxigénio ndo conseguem atravessar membranas
bioldgicas, ficando confinados no compartimento onde foram gerados. Os superdxidos
formam hidroxiperoxidos com duplas ligacfes (enos) ou duplas ligacBes alternadas
(dienos), além de oxidar aminoacidos especificos, como metionina, histidina e

triptofano. O superoxido também pode causar peroxidacdo de lipideos no ambiente
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celular e nas membranas celulares (BREUSEGEM et al., 2001). Posteriormente, a
reducdo do oxigénio gera peroxido de hidrogénio (H,O,), que, apesar de nao ser um
radical livre, atravessa as biomembranas e se distribui a partir do local de sua producao
(BREUSEGEM et al., 2001). A Gltima e mais reativa espécie a ser formada nessa reacao
¢ o radical hidroxil (OH’). Esse radical ¢ formado pela reducdo do H,O, por ions
metalicos (Fe** e Cu®") na reacdo de Fenton e tem grande afinidade por moléculas
bioldgicas em seu sitio de producdo. O hidroxil apresenta uma meia-vida muito curta,
pois reage muito rapidamente com moléculas bioldgicas, seqliestrando aleatoriamente

um atomo de hidrogénio (BREUSEGEM et al., 2001; NORDBERG & ARNER, 2001).

Reacdo de Fenton: Fe*" + H,0, —>Fe®" + HO" + HO

De acordo com Cassels & Cury (2001) o estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio entre os niveis endégenos de compostos antioxidantes e compostos

oxidantes que acarretam o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Os organismos estdo metabolicamente preparados para eliminar quantidades
controladas dessas espécies, mas em condicGes de estresse hd aumento da producédo
intracelular de ROS, pelo que os mecanismos normais de defesa ndo sdo suficientes para
elimina-los, e dessa forma anular o seu efeito adverso (MARTINS & MOURATO,
2008). Nessas condicOes, hd formacdo de ROS em excesso, que tem efeitos nocivos
para as plantas, podendo causar a oxidagdo de varios componentes celulares e mesmo
levar a destruicdo oxidativa da célula (DAT et al., 2000, HAMMOND-KOSACK, 1996;

MOLLER et al., 2007). O aumento da producdo de ROS em condic¢Oes de estresse
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ambiental pode provocar danos nas células, resultantes da destruicdo oxidativa de varios

componentes celulares.

Problemas relativos a qualidade fisiologica de plantas, células, tecidos e 6rgéos
cultivados in vitro, tais como, auséncia ou perda da capacidade morfogénica, tém sido
examinados e acredita-se que podem ser ocasionados por estresse oxidativo induzido
por diversos fatores incluindo a super exposicdo a reguladores de crescimento in vitro

(CASSELLS & CURY, 2001; GASPAR et al., 2002).

O papel das ROS em condicBes de estresse abiotico tem sido foco de
investigacdo nos ultimos anos, na medida em que estes tém vindo a ser relacionados
com mecanismos de aclimatacdo ao estresse. Pensa-se que as ROS atuem como
sinalizadores que induzem a ativacdo de mecanismos de defesa e de resposta ao estresse
(DAT et al. 2000). Neste sentido, as ROS representam ndo s6 um indicador celular de
condicdes de estresse, contribuem também para a transducdo de sinal nos mecanismos
de resposta ao estresse como mensageiros secundarios, regulador de genes e mediador

para ativacdo celular (MITTLER, 2002).

A funcdo das ROS durante o crescimento e morfogénese vem sendo estudada,
sugerindo que essas moléculas ndo sdo apenas simples sinalizadoras do estresse, mas
apresentam também fundamental importancia na sinalizacdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas (OBERT et al., 2005; MERATAN et al., 2009). Essas
espécies reativas induzem mudancas no padrdo de expressdo génica, metabolismo
celular e totipoténcia, que sdo importantes para a competéncia em células somaticas.

Portanto, acredita-se que certo nivel de estresse oxidativo é requerido para promover a
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formacdo de células e desencadear uma rota morfogénica especifica (BLAZQUEZ et

al., 2009).

As plantas possuem um complexo sistema antioxidativo constituido por enzimas
e metabdlitos antioxidantes (DEWIR et al., 2006) capazes de prevenir o acimulo de
ROS e 0 estresse oxidativo (SAHER, et al., 2004; DEWIR et al., 2006; MARTINS &
MOURATO, 2008 ). As enzimas do sistema antioxidante sdo bastante sensiveis as
condicdes de estresse abiotico servindo como sinalizadores do estresse. Destacam-se
entre elas a catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6), polifenoloxidase (PPO, E.C. 1.14.18.1),
peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) e peroxidase do ascorbato (APX, E.C. 1.11.1.11)

(SOFO et al., 2005).

A catalase (CAT) é uma enzima tetramérica, com um grupo heme, presente nos
peroxissomos, glioxissomos e outras organelas onde existam enzimas que gerem H,0O,.
(DAT et al., 2000). A sua atividade promove a eliminacdo de grandes quantidades de

H.0,, ao catalisar a reacao:

2H,0, — O, + 2H,0

A catalase apresenta niveis cataliticos bastante elevados, 0 que sugere que a sua
acao esteja relacionada com a eliminacdo de excesso de H,O, acumulado em situacdes
de estresse (MITTLER, 2002). No entanto, possui baixa afinidade para o substrato na
medida em que sdo necessarias duas moléculas de H,O, para o centro ativo da enzima
(WILLEKENS et al., 1995). Além disso, a auséncia de catalase nos cloroplastos nao
permite a protecdo dos grupos SH de enzimas do ciclo de Calvin do efeito destrutivo do

H,0, (NOCTOR & FOYER 1998).
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As peroxidases (POD) constituem uma via alternativa a catalase na remocéo de
H.0,, uma vez que possuem maior afinidade para o substrato (NOCTOR & FOYER,
1998) e que estdo presentes em quase todos os compartimentos celulares (JIMENEZ et
al., 1997), sendo portanto mais eficientes na remocao do H,O,. A sua acdo é dependente
de um substrato como agente redutor para a conversdo do H,O, a H,O e O,, de acordo
com a reacdo genérica, em que R(OH), representa o substrato redutor utilizado e RO,

representa a forma oxidada desse substrato.
H,O, + R(OH)2 — 2H,0 + RO,

As peroxidases variam consoante o substrato redutor que é utilizado. Assim, a
POD utiliza preferencialmente fenodis aromaticos, como o guaiacol, e a ascorbato-
peroxidase (APX) utiliza como agente redutor o ascorbato (AsA) , sendo esta ultima
considerada uns dos mais eficazes mecanismos de remocao do H,0O,. A POD e a APX
possuem mecanismos de peroxidacdo semelhantes, diferindo no substrato redutor
utilizado, embora a POD possa também oxidar o ascorbato, mas a taxas muito inferiores
ao guaiacol (ASADA, 1999), enquanto a APX possui alta afinidade para o ascorbato,
sendo considerada muito especifica para este substrato (MEHLHORN et al., 1995).
Mittler (2002) sugere que a APX podera ser responsavel pelo controle dos niveis de
ROS para efeitos de sinalizacdo molecular, uma vez que permite o controle de pequenas
quantidades de H,0,, na ordem dos uM, e em localiza¢des mais especificas do que a

CAT, como referido anteriormente.

As polifenoloxidases (PPO) catalisam a hidroxilagdo e a degradacdo oxidativa
de compostos fendlicos (CAMPOS et al., 2004). Além do papel estrutural na parede

celular, essas enzimas exercem uma funcgdo protetora contra a acdo das ROS (ALI et al.,
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2006). A oxidacdo fendlica é uma resposta caracteristica a ferimentos no tecido vegetal
(BOREM & VIEIRA, 2005) e muito comum no cultivo in vitro. O teor de fenois e a
atividade das enzimas responsaveis pela oxidacdo fenolica podem contribuir como

indicadores de estresse.

A glutationa é um tripeptideo que possui radical sulfidrila na sua estrutura e se
apresenta na forma reduzida de tiol (GSH) e na oxidada (GSSG), na qual dois
tripeptideos sdo ligados por uma ponte dissulfeto (BERG et al., 2004). A glutationa é
amplamente utilizada como marcador de estresse oxidativo para diversos organismos,
dentre eles os vegetais (GRILL et al., 2002). Atualmente, se discute a possibilidade de
utilizad-la como um modelo universal redox e de sinalizacdo no nivel celular (NOCTOR

etal., 2002).
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CAPITULO 1I

RESPOSTA DO SISTEMA ANTIOXIDATIVO SOB A INFLUENCIA
DE 6-BENZILAMINOPURINA NA MICROPROPAGACAO DE
CANA-DE-ACUCAR.
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ABSTRACT

The occurrence of supersprouting in sugar cane, known as "green masses”, was
evaluated for the effect of BAP, correlating with the response of antioxidative system of
plants and green masses. The plant material was derived from micropropagation in
temporary immersion bioreactors (BIT) with BAP. Plants and green bodies were
transferred to culture in static system in a liquid medium with or without BAP.
Micropropagated plants in BIT without BAP remained without cytokinin, in static fluid
system. Plants that remained with BAP (PcBAP) had increased tillering, but there was
an inverse relationship to the size of the tiller. The presence of BAP inhibited the
rooting of shoots and masses. In treatments with BAP in static system continued with
the formation of green mass, proving that the culture system did not affect the
occurrence of the anomaly, which was conditioned by prolonged exposure to BAP. The
highest activity of POD was observed in roots and shoots of plants were in cultivation
without BAP and had higher root formation, confirming the role of POD in the
metabolism of indole acetic acid (IAA). The activity of catalase and ascorbate
peroxidase were somewhat complementary, highlighting the need of joint antioxidant
enzyme system. The activity of polyphenol oxidase in roots was higher in plants
without BAP. In the green masses PPO activity was inversely proportional to total
phenols. The phenolic content increased in shoots of plants grown with BAP and BAP
in the masses without green (and PSBAP MsBAP), which coincides with rooting. There
was no difference in total glutathione, but the plants that were not subject to the
presence of BAP exhibited the highest ratio reduced glutathione / glutathione disulfide
(GSH / GSSQG).

Keywords: 6-benzylaminopurine, temporary immersion bioreactor, sugar cane,

antioxidant enzymes, green mass.
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RESUMO

A ocorréncia de superbrotagdo em cana-de-agucar, conhecida como “massas verdes”,
foi avaliada quanto ao efeito do BAP, correlacionando com a resposta do sistema
antioxidativo das plantas e massas verdes. O material vegetal foi proveniente da
micropropagacdo em biorreatores de imersdo temporéria (BIT) com BAP. As plantas e
massas verdes foram transferidas para cultivo em sistema estatico em meio liquido com
ou sem BAP. Plantas micropropagadas em BIT sem BAP permaneceram sem a
citocinina, em sistema estatico liquido. As plantas que permaneceram com BAP
(PcBAP) apresentaram maior perfilhamento, mas observou-se uma relacdo
inversamente proporcional ao tamanho dos perfilhos. A presenca de BAP inibiu o
enraizamento dos brotos e das massas. Nos tratamentos em sistema estatico com BAP
continuou havendo formacdo de massa verde, comprovando que o sistema de cultivo
ndo interferiu na ocorréncia da anomalia, que foi condicionada pela prolongada
exposi¢do ao BAP. A maior atividade da POD foi observada em raizes e parte aérea de
plantas que estavam em cultivo sem BAP e apresentavam maior formacdo de raiz,
confirmando o papel da POD no metabolismo do acido indolacético (AlA). A atividade
da catalase e da peroxidase do ascorbato foram de certa forma complementares,
evidenciando a necessidade conjunta do sistema enzimatico antioxidativo. A atividade
de polifenoloxidase nas raizes foi maior nas plantas sem BAP. Nas massas verdes a
atividade da PPO foi inversamente proporcional ao teor de fenois totais. O teor de
fendis aumentou na parte aérea das plantas cultivadas com BAP e nas massas verdes
sem BAP (PsBAP e MsBAP), coincidindo com o enraizamento. N&o houve diferenca
quanto a glutationa total, mas as plantas que ndo foram submetidas a presenca de BAP

exibiram a mais alta relacdo glutationa reduzida/glutationa dissulfeto (GSH/GSSG).

Palavras-chave: 6-benzilaminopurina, biorreator de imersdo temporéria, cana-de-

acucar, enzimas antioxidativas, massa verde.
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INTRODUCAO

O Brasil € hoje o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.), com aproximadamente 665 milhdes de toneladas na safra 2010/2011,
em uma area de 8,1 milhdes de hectares (CONAB, 2010).

A multiplicagdo desta espécie € normalmente realizada por meio de estacas. A
adocdo de técnicas de micropropagagdo € uma alternativa que possibilita a obtencéo de
mudas de variedades selecionadas, com alta qualidade fitossanitaria em curto periodo de
tempo (Aamir Ali et al., 2008).

A BAP (6-Benziloaminopurina) é a citocinina mais utilizada e vem se mostrando
mais eficiente para promover a multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias em diferentes espécies de vegetais. A razdo da sua eficiéncia pode estar
relacionada a capacidade dos tecidos vegetais em metabolizarem reguladores de
crescimento naturais mais rapidamente que os sintéticos (Souza and Junghans, 2006).

ConcentracOes elevadas de citocininas podem aumentar a acdo da citocinina-
oxidase, impedindo a atuagéo da citocinina sobre a diviséo celular e, consequentemente,
a inducdo de brotagdes (Barrueto cid, 2000).

No processo de micropropagacdo de plantas eventualmente ocorrem alteragdes
morfofisioldgicas que podem ser de natureza genética ou epigenética. Essas anomalias
morfofisioldgicas e metabdlicas de plantas, células, tecidos e 6rgdos cultivados in vitro
acarretam auséncia ou perda da capacidade morfogénica e podem ser ocasionados por
estresse oxidativo induzido por diversos fatores incluindo a superexposi¢cdo aos

reguladores de crescimento in vitro (Cassells and Cury, 2001; Gaspar et al.,2002).
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Este trabalho tem como objetivo avaliar a hipdtese de que a ocorréncia de massa
verde é resultante da exposi¢do prolongada ou excessiva ao BAP, analisando o status

redox do material vegetal que apresenta essa desordem fisiologica.

MATERIAL E METODOS

As plantas da variedade RB 872552 de cana-de-acUcar foram provenientes de
embriogénese somatica direta e micropropagadas em sistema de biorreator de imersédo
temporéria (BIT) em meio basal MS (Murashige and Skoog, 1962) suplementado com
sacarose (30 g L), inositol (0,5 g L™) e 1,5 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP).
Foram produzidas plantas e massas verdes, no processo de micropropagacdo em BIT.
As massas verdes se caracterizam pelo aglomerado de um numero excessivo de
brotacdes de tamanho reduzido (Figura 1). A partir do surgimento dessas massas verdes,
em cinco BITs o material vegetal passou a receber meio sem adicdo de BAP e outros

cinco BITs continuaram recebendo o meio MS acrescido da citocinina.

Figura 1- Foto de massas verdes formadas durante a micropropagacdo em biorreatores

de imersdo temporaria.

Plantas de cana-de-aclcar provenientes de embriogénese somatica direta
cultivadas em BITs em presenca ou auséncia de BAP e as massas verdes formadas

durante a micropropagagéo em BITs com BAP foram utilizadas para a realizagéo deste
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experimento em sistema de cultivo em meio liquido estatico. Com o objetivo de avaliar
se a mudanca de sistema de cultivo também poderia ser um fator de inducdo de massas
verdes, foram estabelecidos os tratamentos descritos a seguir e sumarizados na Tabela 1.

As massa verdes formadas em BITs com BAP passaram a ser cultivadas em
sistema estatico em meio liquido com BAP ou sem BAP. Da mesma forma plantas
provenientes do cultivo em BIT com BAP passaram a ser cultivadas no sistema estatico
com ou sem BAP enquanto que plantas que estavam em BIT sem BAP permaneceram

sem a citocinina quando transferidas para o cultivo em meio liquido estético.

Tabela 1- Descricdo dos tratamentos de cultivo in vitro de cana-de-aclcar cv RB

872552 em meio liquido em sistema estatico com ou sem adicdo de BAP.

] Destino:
Procedéncia:
MATERIAL MEIO de CULTURA
TRATAMENTO MEIO de
VEGETAL em SISTEMA
CULTURA em BIT .
ESTATICO
McBAP MS c/BAP
Massa verde MS c/BAP
MsBAP MS s/BAP
PcBAP MS c/BAP
MS c/BAP
Planta PsBAP MS s/BAP
PssBAP MS s/BAP MS s/BAP

Foi utilizado o meio basal MS (Murashige and Skoog, 1962) suplementado com
sacarose (30 g L), inositol (0,5 g L™) nos tratamentos que receberam citocinina foi
adicionado 1,5 mg L™ de BAP. O meio foi esterilizado pela adicdo de CaOCI (0,1%
p/v) e o pH foi ajustado em 5,8.

As plantas e as massas verdes foram transferidas para frascos de vidro contendo

30 mL de meio nutritivo dos respectivos tratamentos e foram incubadas em sala de
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crescimento a temperatura de 29+2°C e fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram
por 20 dias, periodo que corresponde a um subcultivo ou troca de meio em cultivo em
BIT.

Os tratamentos em que se utilizaram as plantas foram mantidas 30 repeticdes.
Cada repeticdo constou de um frasco de cultivo com quatro plantas de aproximadamente
5,0 cm de comprimento, totalizando 120 plantas por tratamento. Foram avaliados o
numero total de perfilhos, tamanho dos perfilhos, percentual de enraizamento e
ocorréncia de massa verde.

Os tratamentos em que se utilizaram as massas verdes em cada frasco foram
incubados um aglomerado de massa verde com comprimento de aproximadamente 1,0 a
1,5 cm de altura. Os tratamentos constaram de 17 repeticdes. Foram avaliados o
comprimento das massas verdes, presenca de raiz e surgimento de novas massas verdes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados
quantitativos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa
ASSISTAT (Silva, 2008).

Foram avaliados o comprimento das massas verdes e das plantas, presenca de
raiz e surgimento de novas massas verdes, em termos percentuais. As medidas de
comprimento foram realizadas com régua milimetrada. Os dados foram tomados
quantificando o nimero de perfilhos das plantas dentro de trés faixas de comprimento:
de 1,0-4,0 cm; de 5,0-8,0 cm; de 9-12 cm.

Foram coletadas amostras de tecido vegetal aos 20 dias de permanéncia nos
respectivos tratamentos. Naqueles tratamentos em que se desenvolveram raizes foram

coletadas amostras para analise.
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Os materiais vegetais (planta /massa verde/ raiz) foram congelados em
nitrogénio liquido e acondicionados em freezer a -20°C. Foram utilizados 0,59 de
material vegetal que foram homogeneizados a frio em tampdo fosfato e
polivinilpirrolidona (PVP), centrifugado a 10.000g a 4°C. O sobrenadante foi utilizado
para o preparo do extrato e as leituras foram feitas em espectrofotdmetro. Foram
adotadas as metodologias de Fatibello-Filho and Vieira (2002) para a determinacdo da
atividade da peroxidase (POD), de Kar and Mishra (1976) para polifenoloxidase (PPO),
de Berrs and Sizer (1952) para catalase (CAT), de Nakano and Asada (1981) para
peroxidase do ascorbato (APX), de Griffith (1980) para glutationa total, reduzida (GSH)
e oxidada (GSSH), e de Bradford (1976) para os teores de proteina sollvel. Nas
determinac6es de atividade enzimatica foram usadas cinco repeticdes por tratamento.

O teor de fendis totais foi determinado a partir de 0,3g de material vegetal fresco

pelo método de Folin-Denis (Horwitz, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas cultivadas em BIT com BAP (1,5 mg L™ = 6,66 uM) que foram
transferidas para sistema estatico também com BAP (PcBAP) apresentaram maior
namero de perfilhos (12,5 perfilhos/planta) diferenciando-se significativamente dos
demais tratamentos (Figura 2). O tratamento no qual as plantas dos BITs com BAP
foram transferidas para meio sem a citocinina (PsBAP) exibiu um nimero de perfilhos
intermediario (6,75 perfilhos/planta), enquanto que o menor perfilhamento (1,94
perfilhos/planta) foi observado nas plantas que tinham estado sob cultivo em BIT sem
citocinina e continuavam em meio sem BAP (PssBAP). Resultados similares foram

constatados previamente por Vieira et al. (2009) na micropropagacgéo das variedades de
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cana-de-acucar RB 867515 e RB 855156 cultivadas com diferentes concentracdes de

BAP e cinetina (KIN).
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Figura 2. Numero de perfilhos da variedade de cana-de-aglcar RB 872552 cultivada em
meio MS sem ou com BAP. (PcBAP: plantas do BIT com BAP que permaneceram no
meio estatico com BAP; PsBAP: plantas do BIT com BAP que se encontravam no meio
estatico sem BAP; PssBAP: plantas do BIT ausente de BAP que permaneceram no meio
estatico sem BAP). Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Os resultados demonstram a acdo do BAP na quebra da dominancia apical
favorecendo a emissdo de novos brotos (Mok et al., 2000; Grimaldi et al., 2008). O
efeito benéfico do BAP na multiplicacdo de brotacfes relaciona-se com a influéncia
deste regulador de crescimento na divisdo celular e na liberagdo das gemas axiliares
inibidas pela dominancia apical (Preece, 1995). O BAP estimula o metabolismo de
nitrogénio e conseqiientemente favorece o desenvolvimento das gemas, uma vez que
influencia na producdo enddgena de AIA, de etileno e de outros reguladores de
crescimento que estdo diretamente envolvidos no crescimento e desenvolvimento de
plantas (Salisbury and Ross, 1985). A capacidade de emissdo de gemas pelas plantas
que foram privadas da presenca do BAP pode ser atribuida ao fato de que o efeito da

citocinina ndo se restringe apenas ao subcultivo em que foi adicionada, sendo observado
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um efeito residual de uma transferéncia para outra, fenémeno conhecido por habituacao
(Kerbauy, 1999).

Maiores taxas de multiplicacdo (12,4 perfilhos/planta) foram relatadas por
Behera and Sahoo (2009) na micropropagacdo de cana-de-acucar da variedade Nayana,
utilizando BAP (2,0 mg L™) em conjunto com IBA (0,5 mg L™), e por Biradar et al.
(2009) que registrou taxas de multiplicacdo de 19,91 perfilhos/planta na variedade
COC-671 utilizando 2,0 mg L™ de BAP durante 25 dias de cultivo.

Por outro lado, Aamir Ali et al. (2008), ao avaliarem o efeito das citocininas
BAP e KIN nas variedades de cana-de-acicar HSF-240 e CPF-237, aos 20 dias de
cultivo, obtiveram média de 11 perfilhos/plantas utilizando 1,5 mg L™ BAP + 0,5 mg L’
! de KIN para o genétipo HSF-240, que ndo perfilhou em auséncia de citocinina,
enquanto que o gendtipo CPF-237 apresentou taxa de multiplicacdo média de 0,5
perfilhos/planta quando sem citocinina.

Por conseguinte, associando as respostas do presente trabalho com os dados da
literatura, constata-se que cada genotipo apresenta exigéncias e respostas diferentes as
citocininas utilizadas, necessitando, portanto, a modificacdo na composi¢cdo do meio de
cultura conforme o gendtipo a ser trabalhado (Aamir Ali et al., 2008; Radmann et al.,
2009).

No que se refere ao tamanho dos perfilhos, observou-se uma relacéo
inversamente proporcional a taxa de multiplicacdo, demonstrando que 0 aumento no
namero de brotacBes se da em detrimento do crescimento delas. No tratamento PCBAP
(que promoveu maior perfilhamento) predominaram perfilhos com comprimento nas
faixas de 1,0-4,0 cm (9 perfilhos/planta) e 5,0-8,0 cm (2,65 perfilhos/planta) do que nos

demais tratamentos, ja na faixa de comprimento entre 9-12cm apresentou
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aproximadamente 0,27 perfilhos/planta. As plantas do tratamento PsBAP, por outro
lado, apresentaram uma quantidade superior de perfilhos com 9-12cm (0,63
perfilhos/planta) que os demais tratamentos nessa mesma faixa de comprimento. Porém
na faixa de 1,0-4,0 cm obteve uma média de 4,05 perfilhos/planta e entre 5,0-8,0 cm
(1,75 perfilhos/planta). No tratamento PssBAP, observou-se uma redugdo no nimero de
brotacdes em relacdo a faixa de comprimento avaliado, obtendo nimero de perfilhos
com comprimento nas faixas de 1,0-4,0 cm (1,54 perfilhos/planta), 5,0-8,0 cm (0,29
perfilhos/planta) e 9-12cm (0,06 perfilhos/planta) (Figura 3). Esses resultados sdo
semelhantes aos obtidos por Fragués et al. (2009), que registraram uma relacdo inversa
entre comprimento e ndmero de brotacbes na multiplicacdo in vitro de gemas de
abacaxizeiro (Ananas comosus L.) da cultivar ‘IAC Gomo-de-mel’ utilizando 1,5 mg L™
de BAP. Behera and Sahoo (2009) utilizando a mesma concentracdo de BAP (1,5 mg L
') obteve comprimento médio de 3,7 cm em perfilhos de cana-de-agticar variedade
Nayana.

O efeito do BAP também foi avaliado em outras espécies vegetais confirmando
sua acdo na inibicdo da dominancia apical e promoc¢do da formacdo de gemas
adventicias e desenvolvimento de brotacdes (Bassan and Bobrowski, 2003; Macédo et
al., 2003; Fraguas et al., 2004; Fraguas et al., 2009). Villa et al. (2010) trabalhando na
multiplicacdo in vitro de amoreira-preta (Morus nigra L.) verificou maior alongamento
dos brotos (5,1 cm) em meio sem BAP em comparacdo com aqueles (1,1 cm) formados
em meio com 1 mg L de BAP. Estudos realizados anteriormente por Diniz et al.
(2003) tambem demonstraram que a adi¢do de BAP no meio de cultura causou redugéo

no comprimento de brotac6es de macela (Achyrocline satureioides (Lam.) DC).
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O aumento da concentracdo de BAP no meio de cultura afetou negativamente o
crescimento das brotacBes de morangueiro (Fragaria vesca L.) por induzir a sua
proliferacdo (Brahm and Oliveira, 2004). O aumento exacerbado no numero de
brotacGes promove uma competicdo por sais e vitaminas presentes no meio de cultivo

que pode acarretar em reducédo do crescimento (Oliveira et al., 2001).
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Figura 3. Numero de perfilhos por faixas de comprimento: 1-4cm, 5-8cm e 9-12cm em
cana-de-acUcar variedade RB 872552. (PcBAP:plantas do BIT com BAP que
permaneceram no meio estatico com BAP; PsBAP: plantas do BIT com BAP que se
encontravam no meio estatico sem BAP; PssBAP: plantas do BIT ausente de BAP que
permaneceram no meio estatico sem BAP). Cada barra representa a média o desvio

padrdo.

O cultivo das massas verdes em meio com citocinina (McBAP) inibiu o
crescimento das brotacfes que apresentaram um comprimento médio de 1,3 cm,
enquanto que no tratamento sem BAP (MsBAP) as massas verdes apresentaram um
comprimento médio de aproximadamente 4,0 cm (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Comprimento medio de massas verdes de cana-de-agUcar variedade RB
872552. (MsBAP: massa verde sem contato com BAP; McBAP: massa verde em
contato com BAP). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Figura 5. Foto de massas verdes de cana-de-agucar variedade RB 872552. (MsBAP:

massa verde sem contato com BAP; McBAP: massa verde em contato com BAP).

De acordo com Grattapaglia and Machado (1990), o alongamento pode ser
inibido pelo efeito acumulativo do regulador de crescimento presente no meio, no caso
0 BAP.

Ramage and Williams (2004), estudando anomalias em brotos de fumo

suplementados com BAP (40 uM =~ 9,0 mg L™) verificaram a redugdo no comprimento
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dos brotos e deformidades nas folhas, também com formacéo de aglomerados do tipo
touceira. Esse efeito foi proporcional a elevacao na concentracdo de BAP.

Leshem et al. (1988) observaram que a citocinina é toxica em niveis elevados, e
seu efeito caracteriza-se principalmente pelo enrosetamento e falta de alongamento das
culturas. Grattapaglia and Machado (1998), relatam que a tendéncia de diminuic¢éo do
comprimento de brotacdes a partir de determinada concentracdo pode ser um efeito
fitotoxico das citocininas.

Compreender a fisiologia por tras das anormalidades morfologicas que ocorrem
na cultura de tecidos de plantas em presenca de citocininas é dificil devido a grande
variedade de efeitos que esses reguladores de crescimento provocam. Além dos efeitos
sobre a divisao celular, as citocininas podem afetar diretamente a expressdo génica, a
absorcéo e o padrédo de distribuicdo dos minerais (Mengel and Kirkby, 2001), além das
relacBes hidricas (Pospisilova et al., 2000). Em cada caso, o desenvolvimento anormal
de brotos na cultura de tecidos de plantas pode ser atribuida ao rompimento de um ou de
todos estes processos (Ramage and Williams, 2004).

Pelos resultados obtidos no presente trabalho, constatou-se que a transferéncia
para 0 meio de cultura sem BAP reverteu a formacdo de massas verdes, ou seja, a
formacédo de entouceiramento, e promoveu o crescimento das brotacGes formadas. Estes
resultados corroboram com os de Grattapaglia and Machado (1998), os quais relatam
que a transferéncia das culturas para meio basico, diluido ou ndo, com concentracdes
reduzidas ou sem citocinina, promove 0 crescimento das brotaces, antes de
individualiza-las para a fase de enraizamento. Esta reversdo do efeito roseta da
citocinina sobre a formacéao das brotacGes evidencia que a ma formacao era de natureza

puramente fisioldgica, ndo chegando a se caracterizar em habituacdo, situacdo em que
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os tecidos vegetais desenvolvem um comportamento horménio-autotrofico, muito
frequente em plantas submetidas ao suprimento exdgeno de citocininas, e mantém o
estimulo do regulador de crescimento mesmo quando cultivado em auséncia dele
(Hewelt et al., 2000; Lin et al., 2007).

O enraizamento das plantas também foi afetado pelos tratamentos. As plantas
que foram mantidas em meio com suprimento exdgeno de BAP (PcBAP) néo
apresentavam raiz, enquanto que nos demais tratamentos (PsBAP e PssBAP) todas as
plantas enraizaram (Figura 6). O mesmo ocorreu com a massa verde. A presenca de
BAP (McBAP) inibiu a formacdo de raiz e a supressdao da citocinina (MsBAP)

promoveu o enraizamento em todas as repeticdes (Figura 7).

PSSBAP

Figura 6. Foto ilustrativa da presenca de raiz nos tratamentos (PssBAP e PsBAP) e
auséncia de raiz tratamento (PcBAP) em plantas de cana-de-aclcar variedade RB
872552. (PcBAP:plantas do BIT com BAP que permaneceram no meio estatico com
BAP; PsBAP: plantas do BIT com BAP que se encontravam no meio estatico sem BAP;
PssBAP: plantas do BIT ausente de BAP que permaneceram no meio estatico sem
BAP).

Resultados similares foram obtidos por Diniz et al. (2003), que observaram
reducdo no numero de brotos de macela enraizados, em meio com elevadas

concentragdes de BAP.
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A inibicdo do enraizamento em decorréncia da adi¢do de citocininas ao meio ja
foi relatada na literatura para diferentes espécies (Souza and Pereira, 2007; Grimaldi et
al., 2008). A rizogénese é geralmente inibida por altas concentragdes de citocinina uma
vez que essa classe de regulador de crescimento pode afetar negativamente o

alongamento dos primdrdios radiculares (Pasqual et al., 1998).

Figura 7. Foto ilustrativa da presenca de raiz no tratamento (MsBAP) e auséncia de raiz
tratamento (McBAP) em massas verdes de cana-de-acUcar variedade RB
872552.(MsBAP: massa verde sem contato com BAP; McBAP: massa verde em contato
com BAP).

Além da auséncia de citocinina, outros fatores como o tamanho das partes aéreas
e a producdo enddgena de auxina pelos brotos podem ter contribuido para o bom
enraizamento in vitro dos tratamentos PSBAP, PssBAP e MsBAP. As partes aéreas sao
fontes de intensa producdo auxinica que, ao ser translocada para a base da planta,
estimula a rizogénese (Barcelo Coll et al., 1988).

A qualidade das partes aéreas provenientes da fase de multiplicacdo determina,
em geral, 0 sucesso do enraizamento.

A toxidez causada pelo excesso de reguladores de crescimento no meio de

cultura ou pelo prolongado periodo de tempo em que a cultura permanece exposta a
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eles, pode provocar alteracBes genéticas, fisiolégicas e morfoldgicas, resultando no
encurtamento dos caules, o que dificulta a individualizacdo das plantas e o processo de
enraizamento (Narayanaswamy, 1977).

No tratamento em que foi mantido o BAP no meio de cultura (PcCBAP)
aproximadamente 27% das plantas continuavam a produzir massa verde engquanto que
nos tratamentos em que as plantas sairam do BIT com BAP (PsBAP) ou sem BAP
(PssBAP) ndo mais tiveram contato com a citocinina ndo foi observado o surgimento
das formacdes em roseta.

Os tratamentos em que as massas verdes foram mantidas em presenca de BAP
(McBAP) continuou a haver a formacdo dessas estruturas em roseta, além de ocorrer
escurecimento do meio de cultura, resultante de oxidacdo fendlica. Nos tratamentos em
que foi suprimido o BAP (MsBAP) cessou a formacdo de massa verde e houve reversdo

dessa ma formacdo com o desenvolvimento de plantas a partir das rosetas (Figura 8).

Figura 8. Foto ilustrativa da flutuacdo do comportamento de massas verdes de cana-de-
acucar variedade RB 872552. Da esq. — dir.: Alongamento das estruturas em roseta aos
20 dias de tratamento em meio sem BAP (MsBAP). Continuacdo das formacdes de

massa verde no tratamento em meio com BAP (McBAP) e oxida¢do no meio de cultura.
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Ramage and Williams (2004), estudando anomalias em brotos de tabaco
suplementados com citocininas (5-40uM de BAP) verificaram a continuidade do
desenvolvimento de brotacdes em roseta em detrimento da diferenciagdo desses em
brotos dos 14 aos 20 dias de cultivo, dificultando conseqiientemente, a percepcdao do
numero de brotos formados. Essa limitacdo também foi encontrada no decorrer deste
experimento com a variedade RB 872552 de cana-de-acucar.

Este fato deve-se, provavelmente, a interacdo entre as citocininas exdgenas,
utilizadas neste teste, com os niveis endogenos de reguladores de crescimento,
principalmente de citocininas, ja que as algumas plantas e as massas verdes utilizadas
foram provenientes dos BITs suplementados com 1,5 mg L™ de BAP. Desta forma, a
soma dos niveis enddgenos com a concentracdo de citocininas presentes no meio de
cultura pode ter provocado toxidez.

O excesso da citocinina ou o efeito residual desta decorrente de numerosos
ciclos de multiplicacdo pode acarretar anomalias anatbmicas e ultra-estruturais como
também alteracbes no metabolismo, albinismo e brotos com aparéncia vitrificada.
(Picoli et al., 2001). O efeito da citocinina ndo se restringe apenas ao subcultivo em que
foi adicionada, sendo observado um efeito residual de uma transferéncia para outra.
Esse efeito torna-se limitante na etapa de alongamento e enraizamento, sendo necessaria
uma fase intermediaria de desintoxicacdo das culturas em meio com concentracao
reduzida ou em auséncia da citocinina (Kerbauy, 1999).

Observa-se que a conversdo da massa verde em plantas quando estas passaram a
ndo receber mais a citocinina BAP indica um processo de desintoxicagdo e que, 0
surgimento dessas estruturas irregulares estdo estreitamente ligadas as concentracoes

elevadas e a permanéncia no meio de cultura. Pelo periodo e concentracdo a que foram
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expostas ao BAP, o efeito pdde ser revertido, caracterizando uma alteracéo fisiologica
temporaria em resposta a uma condicao estressante.

As plantas provenientes de BIT com BAP que foram transferidas para cultivo
em meio sem BAP (PsBAP) apresentaram os maiores valores de atividades de POD em
relacdo aos demais tratamentos (Tabela 2).

A peroxidase esta relacionada com os processos de crescimento e diferenciagédo
celular, bem como com as mudangas morfogenéticas em resposta a estresses fisico,
quimico e bioldgico. Geralmente, durante a iniciacdo de 6rgdos e em regides de ativa
divisdo celular, a atividade da peroxidase aumenta por ser essencial ao metabolismo do
acido indolacético (AlA), modificando o balanco hormonal na planta, modulando a
morfogénese (Lima et al., 2002). Assim, a aumentada atividade da POD nas plantas que
passaram a ser cultivadas sem BAP poderia estar expressando a formacdo e o
crescimento de raizes na auséncia de BAP (Figura 6).

Os resultados da atividade da POD nas raizes também corroboram com essa
hipdtese, uma vez que no tratamento em que as plantas ndo receberam BAP, o
crescimento radicular foi mais intenso e coincidiu com uma maior atividade da POD no
sistema radicular (Tabela 2). A auxina regula a rizogénese (Taiz and Zeiger, 2004),
estimulando a inducéo e iniciacdo, mas inibe o crescimento, de forma que o catabolismo
auxinico, catalizado pelas peroxidases, assegura o crescimento radicular (Kevers et al.,
2004). Alguns autores relacionam o aumento da atividade das peroxidases com a
capacidade de adaptacdo de plantas submetidas a condicdes estressantes, podendo a
atividade da POD ser identificada como um marcador bioquimico de estresse (Piza et

al., 2003). Diante dos resultados aqui apresentados, 0 aumento na atividade da POD
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parece estar assegurando o equilibrio das plantas frente ao estresse, mas ndo pode ser
apontada como um indicador de estresse.

Tabela 2. Atividade da peroxidase (POD), catalase (CAT), polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase do ascorbato (APX) expressas em U/mg de matéria fresca em massas verdes
e plantas de cana-de-acUcar variedade RB872552 aos 20 dias de cultivo in vitro em
meio MS com ou sem BAP, na parte aerea (pa) e nas raizes (rz).

Atividades enzimaticas

Tratamentos POD CAT APX PPO
MCBAP 124476 b 346,82 b 1425614 2.232.31 ab
MsBAP 1.23917 b 231.60 b 114594ab  1.33883c
PCBAP 153178 b 284.86 b 1331214 1.949 31 b
PSBAP (pa) 2.635.62 a 686, 07 a 844,77 ¢ 2.409 45 a
PssBAP (pa) 1.054.21 b 666,77 a 90543bc  2.069.81b
PSBAP (12) 1.287.37D 1.011.49 a 215858 b 2.28051 b
PssBAP(rz) 3561124 1.540 69 a 349211 a 3.437.32 a

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de
probabilidade, dentro de cada coluna, para parte aérea ou raiz.

A atividade da CAT foi maior nas plantas sem BAP do que nas massas verdes e
nas plantas com BAP. Nas raizes, ndo houve diferenca na atividade da CAT entre as
plantas que passaram por tratamento com BAP e as que nao foram tratadas com a
citocinina (Tabela 2). A atividade de APX exibiu um padrdo exatamente contrario ao da
CAT, ou seja, as maiores médias da atividade da APX foram encontradas nos
tratamentos que continham BAP (McBAP e PcBAP). De acordo com Arora and Rampal
(2002), o nivel da catalase presente nos peroxissomos € ineficiente na remocdo de
baixas concentracdes de H,O,, sendo essas moléculas reduzidas no ciclo do ascorbato-
glutationa, sob a acdo da APX e outras enzimas do ciclo. Portanto, a atuacdo da CAT
torna-se mais importante quando a concentracdo de peréxido de hidrogénio esta em
niveis mais elevados. A exposicdo das plantas ao BAP acarretou alteracbes na
morfogénese, com consequente entouceramento, tipico de uma fitotoxidez, como ja
discutido anteriormente. Por outro lado, as citocininas podem atuar como antioxidantes

ndo enzimaticos (Mytinova et al., 2010), e este papel do BAP pode explicar a menor
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atividade da CAT nos tecidos vegetais cultivados em meio com citocinina. Plantas
micropropagadas de fumo transgénico nas quais foi introduzido o gene CKX2 que
codifica a enzima citocinina oxidase/desidrogenase, que degrada as citocininas,
apresentaram maior atividade da CAT em resposta ao estresse salino e hidrico do que
nas plantas selvagens (Mytinova et al., 2010).

O aumento da atividade da APX nas plantas e massas verdes expostas ao BAP
(Tabela 2) demonstra uma estratégia para a remocao do excesso de H,O, gerado sob
condicdo de estresse para manutencdo da homeostase redox, livrando as células do
estresse extremo (Jitesh et al., 2006). Zavaleta-Mancera et al. (2007) propuseram que
citocininas ativam a defesa antioxidante e que o BAP pode induzir a atividade de
algumas enzimas antioxidantes como APX. Synkova et al. (2004) verificaram elevacédo
nos niveis de APX em plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) a partir da
expressao do gene IPT (T-DNA gene 4) que codifica a proteina Isopentenil transferase
(citocinina sintetase), responsavel pela sintese das citocininas.

A peroxidase do ascorbato é uma enzima chave para o controle da concentracédo
de H,0, reduzindo-o a 4gua as expensas do ascorbato, no ciclo do ascorbato-glutationa.
No sistema radicular a atividade de APX foi maior nas plantas que nao receberam BAP
em nenhuma das fases da micropropagacdo (PssBAP), as quais apresentavam raizes
maiores em nimero e tamanho do que nas demais plantas (Figura 6). Ha registros de
que a atividade da APX é induzida por tratamentos que favorecem o enraizamento e
aumentam o numero de raizes regeneradas (Tyburski et al., 2006). O alto nivel de
atividade de APX é caracteristico de células que estdo dividindo ativamente (Pinto et

al., 2000).
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A menor atividade de PPO foi registrada em massas verdes sem BAP (MsBAP)
enquanto que em presenca de BAP as massas verdes exibiram atividade de PPO
equivalente a das plantas que tiveram o BAP suprimido do meio (Tabela 2). Nas raizes,
a atividade enzimatica foi maior nas plantas que ndo receberam BAP ao longo do
cultivo in vitro, ao contrério da parte aérea dessas plantas. A PPO ndo apenas
desempenha um papel importante no sistema de defesa, mas também na mobilizacéo de
fenois (Ali et al., 2005). Segundo Campos et al. (2004) a PPO catalisa a hidroxilagédo e a
degradacdo oxidativa de compostos fendlicos os quais, além do papel estrutural na
parede celular, exercem uma funcéo protetora contra a acdo das ROS (Ali et al., 2006).
Nas massas verdes observou-se uma relacdo inversa entre a atividade da
polifenoloxidase e o teor de fendis totais (Tabela 3), constatando-se também oxidacao
fenolica nas massas que permaneceram em contato com o BAP (McBAP). Lemos
(2006) observou que a atividade maxima da PPO estava relacionada com a presenca de
compostos fenolicos livres e oxidacdo destes compostos a quinonas, pela PPO causa o
escurecimento do meio de cultura (Figura 8).

O teor de fendis aumentou na parte aérea de plantas e massas verdes quando
foram transferidas para meio sem BAP (PsBAP e MsBAP), coincidindo com a inducéo
do enraizamento nas plantas e massas verdes (Figura 6 e 7). A capacidade de alguns
fenolicos em promover a formacdo de raizes parece estar ligada a inibicdo da oxidacao
da auxina livre, catalisada por peroxidases (Lee et al., 1980). Tem sido demonstrado que
os compostos fenolicos atuam na regulagdo da organogénese, interagindo com
reguladores de crescimento (Ozyigit et al., 2007). Nas plantas mantidas sem BAP, que
apresentaram sistema radicular mais desenvolvido, o teor de fendis foi inferior ao das

plantas que estiveram previamente com BAP, o que pode ter favorecido o equilibrio no
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teor da auxina endogena, necessario para que nao haja inibicdo do crescimento das
raizes formadas (Kevers et al., 2004). Os menores teores de fenois foram encontrados
no material vegetal que foi mantido em presenca de BAP, que ndo enraizaram,
confirmando o papel dos fendis na regulacdo do enraizamento (Figuras 6 e 7).

Tabela 3. Teor de fenois totais expresso mg/g de

matéria fresca da em massas verdes (M) e plantas (P)

da variedade de cana-de-aclicar RB 872552 aos 20 dias
de cultivo in vitro em meio MS com e sem BAP.

Tratamentos Fenois totais
MCcBAP 197c
MsBAP 3,36 ab
PcBAP 1,96 ¢

PSBAP (pa) 4,34 a

PssBAP (pa) 2,32 bc

PSBAP (rz) 1,76 b
PssBAP(rz) 3,03a

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade, dentro
de cada coluna, para parte aérea ou raiz.

Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao teor de
glutationa total, enquanto que nas plantas do tratamento PssBAP o teor da glutationa
reduzida (GSH) foi superior aos demais tratamentos (Tabela 4). H& muito é conhecido
que elevados niveis de GSH, e finalmente, a alta relacdo GSH/GSSG estao associados a
regibes meristematicas em crescimento ativo (Sanchez-Fernandez et al., 1997). Em
relacdo a glutationa oxidada (GSSG) o teor foi maior nas massas verdes transferidas

para meio sem BAP (MsBAP) (Tabela 4).
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Tabela 4. Teor da glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e glutationa
total expressas em nmol/g de matéria fresca em plantas (P) e massas verdes (M) da
variedade RB 872552 de cana-de-acgucar ap6s 20 dias de cultivo in vitro em meio MS
com ou sem BAP.

Tratamentos GHS GSSG G"’tﬁgl"“a GHS/GSSG
MCBAP 173.19 be 38.40 b 211592 451
MSBAP 113,04 ¢ 131.88 a 244.92 a 0,86
PCBAP 159,42 ¢ 51,45 b 21087 a 3,10

PSBAP (pa) 24927 b 55,07 b 304,34 a 453

PsSBAP (pa) 337,682 56,52 b 394.20 a 5,97

PsBAP(raiz) 160,33 a 42,57 a 211,05 a 3,77

PssBAP(raiz) 181,16 a 41,65 a 220,11 a 4,35

Meédias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de
probabilidade, dentro de cada coluna, para parte aérea ou raiz.

Shafer and Buettner (2001) demonstraram como o estado redox do par glutationa
dissulfeto - glutationa (GSH/GSSG) é o melhor indicador do ambiente celular.
Variagdes na contribuicdo relativa de GSH e GSSG para o pool de glutationa total
ocorrem durante o desenvolvimento normal e em condi¢fes de estresse.

Como demonstrado por Noctor et al. (1998), a proporcdo de GSH é geralmente
maior que 0,9 em condic¢des ideais, embora desvios sejam observados como resultado
do estresse. O valor da proporcdo de GSH em relacdo ao total de glutationa mais
préximo daquele sugerido foi de 0,86, encontrado na parte aérea das plantas do
tratamento MsBAP.

Numerosos extratos de plantas indicam gque, mesmo na auséncia de estresse,
cerca de 5% da glutationa no tecido é encontrado na forma GSSG (Foyer and Noctor,
2009). Nas plantas mantidas sem BAP (PssBAP) foi encontrado o menor percentual de
GSSG (14,33%), enquanto que nas massas verdes chegou a 53,85% do total de
glutationa, evidenciando um alto nivel de estresse. Como discutido por Foyer and

Noctor (2009), um dos principais obstaculos na utilizacdo do sistema glutationa como
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um marcador de estresse € a incerteza se os resultados observados sdo uma resposta
dindmica (na fase inicial de uma resposta ao estresse) ou em fase de aclimatacdo em

estado estacionario.
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CONCLUSOES GERAIS

e O surgimento de massas verdes esta associado as concentracfes elevadas de 6-
benzilaminopurina (BAP) e exposicdo prolongada do material vegetal a esta
citocinina.

e Pelo periodo e concentracdo a que foram expostas ao BAP, o efeito pode ser
revertido, caracterizando uma alteracdo fisiologica em resposta a uma condicao
estressante.

e Atraves das atividades antioxidativas confirma-se que o material vegetal

estudado encontrava-se em condicdes de estresse.
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http://www.esalq.usp.br/scientia/docs/4_Abstract_Model_port.pdf
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Tabelas e Figuras:

* Tabelas: Devem ser numeradas sequencialmente com algarismos arabicos, e geradas
com a ferramenta "Tabela" do MS Word ou MS Excel (manuscritos contendo tabelas
coladas como figuras serdo devolvidos aos autores). Os titulos devem aparecer
imediatamente acima do corpo das tabelas. Numere figuras e graficos sequencialmente
usando algarismos arabicos.

 Figuras/Graficos: Figuras e graficos devem ser geradas em MS Excel. Titulos e
legendas devem aparecer abaixo da figura/grafico.

* Fotografias: Fotografias devem ser apresentadas como arquivo "tagged image format
[TIF]", 300 DPI. Fotografias aparecerdo como figuras no formato final do artigo e

devem, portanto, ser identificadas na numeracao sequencial das figuras.

Referéncias

As referéncias e citagdes para artigos da Scientia Agricola serdo organizadas utilizando
o estilo de formato minimo ‘autor, ano' ou 'nome (ano)'. Checar se todas as cita¢cdes 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 citacbes multiplas dentro de parénteses,
por exemplo: (Boleli, 2003; Boerjan, 2006; Muraroli and Mendes, 2003);

5. Identificar multiplas citacbes 'mesmo autor, mesma data’ com a ajuda de letras
minusculas, por exemplo: (Cyrino, 2004a, 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 acronimos, isto &, quando o autor for uma organizagao; (iii)
utilizar letras mailsculas 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 citagdes, nem na lista de referéncia; (vi) ndo usar caracteres
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grifados ou negritados para destacar qualquer parte da referéncia; (vii) usar letras
mailsculas na 12 letra dos titulos de livros e de periodicos; (viii) ndo usar virgula (,)
para separar o titulo do periédico e o volume; (ix) separar 0os nimeros de volume do
periodico das paginas por dois pontos (:); (x) usar os nimeros completos das paginas;
(xi) separar os numeros de pagina por um traco (-); (Xii) separar 0s grupos de paginas
por uma virgula se o artigo foi publicado em paginas descontinuas; (xiii) discriminar o
numero da edicdo de um livro ou manual como "2ed", por exemplo; (xiv) sobre livros,
manuais e/ou anais de eventos, 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/Periédicos Cientificos

Guillard, R.R.L.; Wangersky, P. 1958. The production of extracellular carbohydrates by
some marine flagellates. Limnology and Oceanography 3: 449-454.

6.2 Livros

6.2.1 Livros com autores
Pais, 1.; 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 organizacdo/instituicio como autor ou
editora/organizadora

Association of Official Analytical Chemists - International [AOAC]. 2005. Official
Methods of Analysis. 18ed. AOAC, Gaithersburg, MD, USA.
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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 Anais

6.4.1 Anais com editores/organizadores

Olson, F.W.; White, R.G.; Hamre, R.H., eds. 1985. Proceedings of the Symposium on
Small Hydropower and Fisheries. The American Fisheries Society, Bethesda, MD,
USA.

6.4.2 Anais com organizacao/instituicdo como autor ou editor/organizador
Sociedade Brasileira de Zootecnia [SBZ]. 1989. Proceedings of the Annual Meeting of
the Brazilian Society of Animal Sciences 25. SBZ, Brasilia, DF, Brazil.

6.4.3 Artigo completo em anais

Hunn, R.C. 1985. Case study: Determining instream flow requirements for the Arbuckle
Mountain hydroelectric project. p. 223-230. In: Olson, F.W.; White, R.G.; Hamre, R.H.,
eds. 1985.Proceedings of the Symposium on Small Hydropower and Fisheries. The
American Fisheries Society, Bethesda, MD, USA.

6.5 Artigos sem autores (andnimos)*

Anonymous. 1986. TNT, RDX, HMX, and 2,4-DNT in waste water and groundwater
liquid chromatographic method first action. Changes in Methods. Journal of the
Association of Official Analytical Chemists 69: 366-367.

'0s autores tém a opcéo de citar como manuais (6.2.3) as contribuicBes anonimas.
Nesse caso, siga 0 exemplo a seguir:

Anonymous. 2005. Official Methods of Analysis. 18ed. Association of Official
Analytical Chemists - International [AOAC], Gaithersburg, MD, USA.
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6.6 Fontes eletrdnicas

6.6.1 Elementos necessarios para listar citacfes de sites da rede mundial de
computadores:

A autoria, autor ou fonte. Ano. O titulo do documento da web ou pagina da web (isto é,
titulo principal da pagina). [meio] (data de atualizacdo). Disponivel em: endereco

completo para localizar o recurso (URL / endereco) [Accessed Sep. 19, 1992]

6.6.2 Elementos necessarios para listar publica¢des 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]

6.7 Outros materiais bibliogréaficos

6.7.1 N&o serdo aceitos como referéncia os resumos de simpdésios ou qualquer outro
evento cientifico, tese e dissertacfes, correspondéncia de e-mail ou lista de discussao;
trabalhos ndo publicados; publicacdes informais ou internas (isto €: manuscritos,
folhetos, etc.), ou qualquer material impresso ou eletrénico em que a fonte ndo puder ser

efetivamente documentada.

6.7.2 Citar uma comunicacao pessoal também néo é incentivado, se este tipo de material
for absolutamente necessario para explicar a hipdtese e os resultados dos autores, uma
nota de rodapé com as informacfes necessarias ou referéncia deve ser incluida,

fornecendo tantos detalhes quanto possivel.

7. Listagem de referéncias ndo escritas em inglés

A maioria das referéncias fornece titulos e/ou resumos em inglés quando a linguagem

da publicacdo original é diferente da inglesa. Quando listar estas ou quaisquer outras
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referéncias, por favor, 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).

Raij, B. van; Andrade, J.C.; Cantarella, H..; Quaggio, J.A. 2001. Chemical analysis for
evaluation of the fertility of tropical soils. Instituto Agronémico, Campinas, SP, Brazil

(in Portuguese).

Informac6es Complementares

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

Os manuscritos devem obedecer os critérios estabelecidos nos Cddigos Internacionais
de cada area.Unidades e medidas devem seguir o Sistema Internacional.

Os conceitos e opinides contidos nos artigos sdo de exclusiva responsabilidade dos(as)

autores(as).

Encaminhamento de artigos

Envie os manuscritos para scientia@esalg.usp.br. Cada co-autor(a) deve enviar uma
mensagem eletrénica para scientia@esalq.usp.br declarando sua concordancia com a

submissdo do manuscrito a consideracdo do corpo editorial da Scientia Agricola.


mailto:scientia@esalq.usp.br
mailto:scientia@esalq.usp.br

