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RESUMO

A fonte de luz utilizada no cultivo in vitro interfere na morfogénese e contribui na
gualidade das mudas obtidas. Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo
avaliar o uso de LEDs na indug&o da embriogénese somética, na micropropagacao e
como este se reflete na aclimatizacdo da cana-de-acucar (RB98710). Para inducao
da ES inoculou-se segmentos de folhas imaturas em meio MS suplementado com
duas combinacdes de 2,4-D e BAP, formando os tratamentos: C1- 13,6 uM de 2,4-D
+ 2,2 uM de BAP e C2- 9 uM de 2,4-D + 1,1 uM de BAP. Para a regeneracao das
plantas utilizou-se meio desprovido de regulador de crescimento. Para multiplicagao
utilizaram-se as concentracdes de 4,44uM de BAP e 4,65uM de KIN durante seis
subcultivos consecutivos; e para o enraizamento, utilizou-se 5,37 UM de ANA. Os
cultivos permaneceram sob lampadas fluorescentes - FL (50 umol m2s™) ou LEDs
(80 pmol m2s™) e apds o enraizamento as plantas foram aclimatizadas. O meio C2
sob iluminagdo LED proporcionou maior percentagem de explantes responsivos,
contudo, o maior niumero de plantas foi obtido em meio C1 sob iluminacédo FL, com
média de 26,75 plantas/explante. As analises histologicas revelaram que houve
formacéo de embrides direta e indiretamente do explante. As plantas cultivadas sob
LEDs apresentaram maior taxa de multiplicacdo comparada a FL, com média de
5,06 e 4,20, respectivamente. ApO0s a aclimatizacdo, plantas provenientes da
iluminacéo por LEDs apresentaram 96% de sobrevivéncia enquanto as que estavam
sob FL apresentaram 75%. A perda de agua em folhas foi cerca de 10% menor nas
plantas sob LEDs. Em relacdo aos parametros biométricos e o teor de carotenoides,
os melhores resultados também foram observados em plantas provenientes do
cultivo in vitro sob LEDs. O conteudo de H,O, antes e durante a aclimatizacao
mostrou-se maior em plantas sob LED, mesmo assim os conteidos de MDA néao
diferenciaram entre as fontes de luz. As enzimas antioxidantes mostraram-se
eficientes no combate ao estresse oxidativo, nos dois sistemas de iluminacéo.
Assim, pode-se inferir que as plantas de cana-de-acUcar da variedade RB98710
apresentam melhor taxa de multiplicacdo e desenvolvimento in vitro e ex vitro

guando cultivadas sob LEDs.

Palavras-chave Qualidade da luz; micropropagacdo; densidade estomatica;

sobrevivéncia ex vitro; estresse oxidativo
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ABSTRACT

The light source used in in vitro culture interferes in the morphogenesis and
contributes to the quality of the obtained plantlets. Therefore, this study aimed to
evaluate the use of LEDs in the induction of somatic embryogenesis, in the
micropropagation and as this reflected in the acclimatization of sugarcane
(RB98710). For ES induction immature leaf segments were inoculated on MS
medium supplemented with two combinations of 2,4-D and BAP, forming treatments:
C1- 13.6 uM of 2,4-D + 2.2 uM BAP and C2- 9 uM of 2,4-D + 1.1 uM BAP. For plant
regeneration was used medium devoid of growth regulators. For multiplication used
the concentrations of 4,44 yM BAP and 4,65 uyM KIN during six consecutive
subcultures; and for rooting, used 5.37 UM ANA. The cultures remained under
fluorescent lights - FL (50 pmol m™s™) or LEDs (80 pmol m”s™), and after rooting
plants were acclimatized. The medium C2 under LED lighting provided a higher
percentage of responsive explants, however, the largest number of plants was
obtained under C1 under FL lighting, averaging 26.75 plants/explant. Histological
analysis revealed that there was embryo formation directly and indirectly from the
explant. Plants grown under LEDs showed a higher proliferation rate compared to
FL, averaging 5.06 and 4.20, respectively. After acclimatization plants from LED
lighting showed 96% survival while they were under FL had 75%. The loss of water in
leaves was about 10% lower for plants in LEDs. With regard to biometric parameters
and carotenoids content, the best results were observed in plants derived from in
vitro culture under LEDs. The H,0O, content before and during the acclimatization was
higher in plants under LED still MDA content not differentiate between sources of
light. The antioxidant enzymes were effective in combating oxidative stress in both
lighting systems. Thus, it can be inferred that plants of sugarcane variety RB98710
have better rate of multiplication and development in vitro and ex vitro when cultured
under the LEDs.

Keywords Quality of light; micropropagation; stomatal density; survival ex vitro;

oxidative stress
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1. Introducéo Geral

A cana-de-acucar ocupa em torno de 9 milh6es de hectares de terras no
Brasil, com producdo de 634,8 milhbes de toneladas na safra 2014/2015,
representando um aumento de 3,1% em relag&o a safra anterior (CONAB, 2015). O
Brasil destaca-se como lider na producdo mundial, seguido por india e China. A
cana-de-agUcar tem grande importancia no agronegocio brasileiro por servir de

matéria prima para a producao de acucar e alcool (CONAB, 2015).

A Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro
(RIDESA) é responsavel pelo Programa de melhoramento genético da cana-de-
acucar (PMGCA) do Brasil, visando melhorar a produtividade do setor. As
variedades lancadas pela RIDESA representam 62% da area cultivada no pais
(RIDESA, 2014). Ap6s o melhoramento genético, as novas variedades, com
caracteristicas superiores, sdo liberadas aos produtores. A disponibilidade destas
variedades em larga escala é uma etapa crucial para a implantacdo de cultivos com
genotipos elite (MENEZES et al., 2012). Diante disso, as técnicas de cultivo in vitro
de plantas podem ser importantes para o desenvolvimento mais rapido de novas
cultivares, seja para auxiliar os programas de melhoramento genético ou para

acelerar a distribuicdo de materiais promissores (NOGUEIRA, 2013).

A embriogénese somatica (ES) é o processo pelo qual células haploides ou
sométicas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos, dando
origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (WILLIAMS e
MAHESWARAN, 1986). A formacéo de embrides somaticos da-se através de vias de
regeneracao direta, quando ocorre a partir do préprio tecido do explante, ou indireta,
guando é antecedida por uma fase de proliferacdo de calos. Ambas vias, ja foram
descritas para diferentes variedades de cana-de-agUcar, sendo a indireta a mais
utilizada para estudos de transformacdo genética (TAPARIA et al., 2012). No
entanto, ainda existem diversos fatores envolvidos no cultivo in vitro que podem
aperfeicoar a aplicacdo desta técnica, podendo torna-la exequivel na producao

comercial de mudas de cana-de-agucar.

As plantas apresentam um alto grau de plasticidade fisiolégica, morfolégica e
anatdmica para diferentes espectros de luz (MULEO e MORINI, 2006). Devido a isto,
pesquisas recentes tém estudando diferentes tipos de luz e seus efeitos no
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desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro (GUPTA e JATOTHU, 2013).
Convencionalmente, em salas de crescimento séo utilizadas lampadas fluorescentes
brancas, que emitem um amplo espectro (350-750 nm), enquanto os diodos
emissores de luz (LEDs) tém comprimento de onda especifico e baixa emissdo de
calor (YEH e CHUNG, 2009). Muitos trabalhos ja apontam o uso de LEDs como algo
promissor no cultivo in vitro, como demonstrado em bananeira (VIEIRA et al., 2015),
morangueiro (ROCHA et al., 2010), crisantemo (KIM et al., 2004), batata
(SEABROOK, 2005), entre outros.

Atributos morfofisiolégicos das plantas cultivadas in vitro podem ser regulados
por propriedades espectrais dos LEDs, favorecendo a reducdo na taxa de
mortalidade durante a fase de aclimatizacdo (NHUT et al., 2003; VIEIRA et al.,
2015). Tal fase é reconhecida como critica no processo de micropropagacao, devido
a subita alteragdo ambiental a que as plantas sdo submetidas (OSORIO et al.,
2013), podendo levar a ocorréncia de estresse oxidativo. Nesse caso, a extensao
dos efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo formadas
depende da eficacia do sistema antioxidante, o qual inclui componentes enzimaticos
e ndo enziméaticos (BATKOVA et al., 2008). Alteracdes na atividade de enzimas
antioxidantes durante a aclimatizacéo foram relatadas para diferentes espécies (ALI
et al. 2005; FAISAL e ANIS 2009; AHMED e ANIS 2014) contudo, estudos referentes
as modificagdes no metabolismo redox durante a aclimatizacdo de plantas cultivadas

in vitro com iluminag&o por LEDs ainda sao escassos.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi averiguar o uso de iluminacéo
fluorescente e LED vermelho:azul na inducdo da embriogénese somatica,
regeneracao de brotos e aclimatizacdo, na variedade RB98710 de cana-de-agucar e,
adicionalmente, avaliar o efeito destas fontes de luz na aclimatizacdo das plantas.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Cana-de-acucar

A cana-de-acucar, espécie semiperene, alégama, pertencente a classe
Liliopsida (monocotiledénea), familia Poaceae e ao género Saccharum, € uma
graminea que se desenvolve bem em solos profundos, com boa aeracdo e
drenagem. E considerada semiperene por permitir varios cortes sem a necessidade
de replantio, sendo assim, o primeiro ciclo da cultura € chamado de cana-planta e,
apO0s o primeiro corte, inicia-se o ciclo da cana-soca. No decorrer dos cortes
subsequentes a safra diminui, pois a resposta da cultura a aplicacdo de insumos €é
reduzida (Figura 1), sendo necessaria a renovacdo do canavial em determinado
momento (CONAB, 2015).

66,1864,84 62266095 5:3%9g1,55

60

Toneladas/ha

40

20

1°Corte 2°Corte 3°Corte 4°Corte 5° Corte 6° Corte...

l W Safra 201314 B Safra 2014/15

Figura 1- Produtividade agricola (t/ha) da cana-de-acucar por idade de corte. Fonte: CONAB, 2015.

A espécie possui metabolismo fotossintético C4, apresentando alta eficiéncia
na conversao de energia radiante em energia quimica, chegando a acumular o
dobro de biomassa de uma planta com metabolismo C3 (ALENCAR, 2012; HELLER-
USZYNSKA et al.,, 2011). Plantas com metabolismo C4 apresentam mecanismo
concentrador de COz, tornando-se mais competitivas sob condicdes de estresse, tais
como altas temperaturas, altas intensidades luminosas e baixa disponibilidade de
agua, pois conseguem manter altas taxas fotossintéticas mesmo quando os

estbmatos permanecem parcialmente fechados (TAIZ e ZEIGER, 2013).
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A cana-de-acgUcar originou-se no sudeste da Asia e na Nova Guiné e foi
introduzida no Brasil durante o periodo colonial, por volta de 1502 (DILLON et al.,
2007). Sempre teve importancia para a economia do pais, sendo o Brasil o seu
maior produtor, seguido da india e China. Atualmente, representa a principal
matéria-prima para a fabricacdo do acucar, do etanol e da aguardente e, apesar de
ser cultivada em todas as regides do pais, cerca de 50% de sua producdo esta
concentrada no estado de Sao Paulo (CONAB, 2015).

A é&rea cultivada com cana-de-ac¢Ucar destinada a atividade sucroalcooleira na
safra 2015/16 esta estimada em 9.070,4 mil hectares. Sete estados brasileiros sdo
responsaveis por 92,1% da producéo nacional, sendo Sdo Paulo o maior produtor,
seguido de Goias, Minas Gerais e em sétimo lugar Pernambuco. A producdao total de
cana-de-agUcar na safra 2015/16 destinada a industria esta estimada em 654,6
milhdes de toneladas, com acréscimo de 3,1% em relacéo a safra anterior. A Regido
Nordeste devera ter um aumento de 4,3%, passando de 59,4 milhdes de toneladas
para 61,9 milhdes de toneladas, o que corresponde a, aproximadamente, 8,9% da

producao nacional (CONAB, 2015).

Atualmente, 62% da éarea cultivada com cana-de-aglUcar no pais utilizam
variedades desenvolvidas pela RIDESA (Figura 2) (RIDESA, 2014).

Representatividade: 75%
62,0

28,7

FPorcentagem (%)

52
29
m E 0,0 0.4
RB SP CTC IAC cv PO  Outras

Figura 2- Variedades plantadas e cultivadas no Brasil, safra 2012. Fonte: RIDESA, 2014.
As espécies e cultivares do complexo Saccharum podem ser classificadas em

espécies selvagens e cultivadas e, dentre as espécies cultivadas, em cultivares

antigas (tradicionais) e cultivares modernas (GRIVET et al., 2004). As cultivares
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tradicionais quase ndo sao utilizadas atualmente no cultivo comercial, mas séo
importantes no melhoramento genético como progenitoras para geracado de
cultivares modernas, por servirem como fontes de caracteres (HEERDT, 2008). As
variedades atuais séo altamente poliploides e aneuploides, variando entre 100 a 130
0 numero de cromossomos (VETTORE et al., 2003).

O melhoramento genético tradicional apresenta algumas restricbes para o
desenvolvimento de novas cultivares com elevada produtividade e caracteres de
interesse agrondmico, como tolerdncia a patdgenos e pragas e elevado teor de
sacarose (JOYCE et al.,, 2010). A demora na obtencdo de novos materiais se da
principalmente pelo fato da cana-de-aclcar apresentar reproducdo vegetativa, por
meio da divisdo de colmos. A liberacdo de uma nova variedade € um processo
trabalhoso e demorado, levando de 10 a 14 anos desde a obtencédo dos hibridos,
passando pelas sucessivas selecdes e, finalmente, as experimentacbes de campo
(ALVAREZ et al., 1983).

Para superar essas restricoes, pesquisadores vém focando no aprimoramento
de novas tecnologias eficientes para auxiliar as técnicas de melhoramento genético
convencional e acelerar a obtencdo das cultivares modernas de cana-de-acucar,
com caracteristicas agronémicas desejaveis (NOGUEIRA, 2013). E uma das
técnicas que se destaca € o cultivo in vitro de plantas, por apresentar alta taxa de
multiplicacéo de clones, producdo de material livre de doencas em curto espacgo de

tempo, além de permitir a conservacgao e intercambio de germoplasma.

2.2. Cultivo in vitro de plantas

A cultura de tecidos vegetais € um conjunto de técnicas que permite o cultivo
de explantes, sendo estes células, tecidos ou 6rgaos isolados da planta mae, em
condices de elevada assepsia e com rigoroso controle nutricional, de luminosidade
e temperatura (GEORGE et al., 2008). Esta tecnologia esta baseada na
totipotencialidade das células e explora as condicdes que promovem a divisdo
celular e a reprogramacdo genética no ambiente in vitro, em resposta a um
determinado estimulo (LOYOLA-VARGAS e VAZQUEZ-FLOTA, 2006).

A cultura de tecidos compreende diversas técnicas, dentre as quais se

destaca a micropropagacdo, também conhecida por clonagem ou propagacao
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vegetativa in vitro (FREITAS, 2014). A micropropagacdo € um meétodo de
propagacao assexuada em que os explantes, por meio de divisdes celulares, que
podem ser induzidas por fitorreguladores, produzem uma grande quantidade de
individuos, genética e fenotipicamente idénticos, que podem ser obtidos mediante
organogénese e/ou embriogénese somatica (CARVALHO et al., 2006; BHOJWANI e
DANTU, 2013).

A cultura de tecidos pode dar suporte técnico a diversas areas como a
bioquimica, fisiologia vegetal, fitopatologia, citogenética, entre outras (CID, 2001). O
seu sucesso depende de uma série de fatores, como meio de cultura, estado
fisiologico da planta mae, origem do explante e, sobretudo, da capacidade
morfogénica do gendtipo (COSTA et al., 2007). O crescimento e a morfogénese de
células e tecidos in vitro sdo regulados pela interacdo e pelo balanco entre as
substancias adicionadas ao meio de cultura como também por substancias
produzidas de forma enddgena (CHAPLA et al., 2009). A cultura de tecidos pode ser
empregada de diversas maneiras no programa de melhoramento vegetal. Na
dorméncia de sementes, com a técnica de germinagao in vitro; em cruzamentos
interespecificos, com o resgate de embrides imaturos, entre outras aplicacdes
(ANDRADE, 2002).

Estudos sobre o cultivo in vitro de cana-de-aguUcar iniciaram-se no Havai, em
1961 (LIU, 1984). Posteriormente, varios protocolos para embriogénese e
organogénese foram desenvolvidos, utilizando varios tipos de explantes, como
inflorescéncias imaturas (LIU, 1993; BLANCO et al., 1997; GALLO-MEAGHER et al.,
2000), folhas jovens (AHLOOWALIA e MARETZKI, 1983; HO e VASIL, 1983; CHEN
et al,, 1988; FITCH e MOORE, 1990; HOY et al.,, 2003) e meristemas apicais
(AHLOOWALIA e MARETZI, 1983; HOY et al., 2003). Hoje, a micropropagacao da
cana-de-aclcar ja € explorada comercialmente em diversos paises, através das
biofabricas de plantas, onde as novas variedades sdo multiplicadas em larga escala
(CHENGALRAYAN et al., 2005; LAKSHMANAN et al., 2006).

A regeneracdo in vitro de cana-de-agucar pode ocorrer por duas rotas
morfogénicas: organogénese e embriogénese somatica (MELO, 2011). Em ambas, o
material € regenerado a partir de meristemas apicais ou segmentos foliares
imaturos, em cultivo convencional estatico ou pela utilizacdo de biorreatores de
imersdo temporéaria (LAKSHMANAN et al., 2006; GARCIA et al., 2007; MARDOCCO
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et al., 2009). Contudo, os protocolos ja estabelecidos, especialmente para a ES, ndo
se aplicam para todas as variedades, uma vez que diversos fatores influenciam a

regeneracao e a estabilidade genética das plantas in vitro (SNYMAN et al., 2011).

2.3. Organogénese

A criagdo de uma nova organizacéo celular nos tecidos e o surgimento de
novos 0Orgaos, onde antes eles nao existiam, é chamada de organogénese. Esta
pode ocorrer de duas formas: diretamente de um tecido vegetal (sem a proliferacéo
de calos) ou indiretamente, a partir de células indiferenciadas ou desorganizadas,
chamadas de calos (CID e TEXEIRA, 2010). Muitas vezes ndo é possivel fazer uma
clara distincdo entre as formas direta e indireta, pois € comum a ocorréncia
simultanea dos dois tipos em um mesmo tecido. Rocha et al. (2012) demonstraram
similaridade na resposta organogénica e caracteristicas citologicas das células
envolvidas em ambas as vias de regeneracdo a partir de explantes nao

meristematicos de Passiflora edulis.

Brotos de cana-de-acucar podem ser obtidos pela organogénese direta, por
meio da exposi¢cdo dos explantes a uma citocinina isolada ou pela alta razéo
citocinina:auxina; e indiretamente, por meio da reorganizagdo de um novo meristema
por intermédio do estagio de calo, em resposta a auxinas (SNYMAN et al., 2011). A
regeneracdo direta em cana-de-aclucar foi estudada por diferentes autores
(LAKSHMANAN et al., 2006; SNYMAN et al., 2006; KHAN et al., 2008; PATHAK et
al., 2009), principalmente a partir do cultivo de apices caulinares, enquanto a via
indireta pode ser obtida a partir de meristemas apicais ou de segmentos foliares
imaturos (DIBAX et al., 2013).

E preciso um ajuste as condi¢cdes de cultivo para que diferentes tipos de
células recebam estimulos alternativos refinando o sistema de regeneracdo para
cada espécie, nas distintas vias (LAKSHMANAN et al.,, 2006). Além disso, o
gendtipo, a polaridade e, consequentemente, a orientacdo do tecido, o tamanho e o
estadio de desenvolvimento dos explantes apresentam um papel determinante no
potencial organogénico (LAKSHMANAN et al.,, 2006), variando de espécie para
espécie (NOGUEIRA, 2013).

2.4. Embriogénese somatica
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A ES é o processo de desenvolvimento de embrides a partir de células
sométicas haploides ou diploides que se diferenciam em plantas completas,
seguindo estadios de citodiferenciagcdo embriogénicos caracteristicos (GUERRA et
al.,, 1999). Os embrides somaticos obtidos sdo morfologicamente semelhantes aos
zigéticos, originando clones da planta mae, ja que ndo ocorre a fusdo de gametas
(CANHOTO, 2010). Neste processo, células sométicas diferenciadas e
mitoticamente quiescentes podem recuperar o potencial embriogénico e originar
novos embrides viaveis, através da reprogramacao da expressao génica (MARSONI
et al.,, 2008). Isto é possivel gracas a expressao da totipotencialidade celular,
postulada por Haberlandt, em 1902, o qual afirmava que todas as células somaticas

contém a informacao genética necesséria para a geracdo de uma nova planta.

O primeiro caso de ES foi relatado por Steward et al. (1958) e Reinert (1958),
em cenoura (Daucus carota L.). Atualmente, esta técnica vem sendo desenvolvida
para diferentes espécies. Uma caracteristica marcante dos embribes somaticos é a
presenca de um sistema vascular fechado, sem conexao vascular com os tecidos do
explante inicial, além da bipolaridade, ou seja, presenca de &apice caulinar e
radicular. Tais caracteristicas permitem diferenciar a ES da organogénese (GUERRA
et al.,, 1999). A ES e zigotica apresentam semelhangcas quanto a morfologia do
embrido e ao padrdo de expressdo de genes e proteinas (ZIMMERMAN, 1993;
LINACERO et al, 2001). Por apresentarem facil manipulagdo, os embrides
soméaticos sdo utilizados na caracterizagdo morfologica, fisiolégica, molecular e

bioquimica durante o desenvolvimento da ES.

Podem ocorrer dois padrées de expressao da ES: o direto e o indireto. No
primeiro, a formagédo dos embrides ocorre pela diferenciagdo das células do tecido
do explante, sem a formacgédo de calos (TAHIR e STASOLLA, 2006; NOGUEIRA,
2013). Ja o padréo indireto, envolve um estadio intermediario de calo, que apresenta
células em distintos estadios de diferenciacdo, as quais podem adquirir novas
competéncias mediadas por mensageiros quimicos especificos e, posteriormente,
formar embrides somaticos (SUGIMOTO et al., 2011; NOGUEIRA, 2013). O tecido
do explante tem diversos estadios de diferenciacéo e, consequentemente, diferentes
graus de determinacéo, ou seja, ndo sado naturalmente embriogénicos, exigindo que
as células sofram uma inducdo para que ocorra a ES (GUERRA et al.,, 1999;

NMASIVAYAM, 2007). E a partir das células competentes, aquelas que se mostram
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sensiveis aos fatores de inducdo, que se alcanca a fase de expressao, em que as

células se diferenciam em embribes somaticos (GAJ, 2004; JIMENEZ, 2005).

Acredita-se que os explantes com padrao direto tenham como caracteristica
células pré-determinadas para a rota embriogenética, por reterem propriedades das
células meristematicas parentais. Tal fato poderia explicar a tendéncia de ocorrer,
preferencialmente, em explantes com tecidos embrionarios ou juvenis (FREITAS,
2014). Em contrapartida, o padrdo indireto é caracteristico de explantes derivados
de tecidos mais diferenciados, ou maduros, necessitando que as células passem por
varios ciclos de divisdo e desdiferenciacdo celular para a aquisicdo da competéncia
embriogénica (HARTMANN et al.,, 2002). A desdiferenciagcdo € um processo pelo
gual os padrdes de transcricdo e traducdo genbmica sao alterados, definindo um

novo padrio de desenvolvimento as células (FEHER et al., 2002).

A estratégia para a inducdo e a modulacdo da ES consiste primeiramente em
determinar a melhor fonte de explante, que sera excisado e inoculado em meio de
cultura suplementado com alguma auxina, gerando complexos ou massas celulares
pré-embrionarias (VINAS e JIMENEZ, 2011). Segundo Steiner et al. (2008), a ES
pode ser dividida em dois ciclos basicos: o ciclo de indu¢do e multiplicacdo das
culturas embriogénicas e o0 ciclo de maturacdo, onde serdo obtidos embribes
somaticos maduros, passiveis de regeneracdo. A conversdao dos embrides
soméaticos em plantas € a ultima fase e ocorre em meio desprovido ou ndo de
reguladores de crescimento (VAN DER VYVER, 2010; BASNAYAKE et al., 2011).

Os principais fatores que afetam a inducdo da ES séo: o gendétipo, a origem
do explante, a composicdo do meio de cultura, o estadio de desenvolvimento do
explante, temperatura, luz e, particularmente, os reguladores de crescimento, 0s
guais atuam na regulacdo da aquisicdo da competéncia embriogénica (TORRES et
al., 1998). A capacidade de uma célula tornar-se embriogénica depende do estadio
fisiolégico e da diferenciacdo dos tecidos (GUEYE et al., 2009). Os tecidos maduros
tém um maior grau de metilagdo de DNA, provocando baixa capacidade de
desdiferenciacdo (TERZI e LO-SCHIAVO, 1990). Outros agentes podem ser usados
para a inducdo da embriogénese, como choques térmicos, variacdes nos niveis de
pH e utilizacdo de outros produtos quimicos (GUERRA et al., 1999). Entretanto, o

agente indutor mais utilizado é o regulador de crescimento, principalmente a auxina.
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Varios tipos de explantes tém sido testados na ES em cana-de-agucar, porém
as folhas imaturas (LAKSHMANAN et al., 2006; SNYMAN et al.,, 2011) e as
inflorescéncias em desenvolvimento (GALLO-MEAGHER et al., 2000; DESAI et al.,
2004) sao as mais prolificas. Dentre os reguladores de crescimento, o 2,4-D (acido
2,4-diclorofenoxiacético) é o mais utilizado (Tabela 1), podendo ser aplicadas,
também, combinagBes entre auxinas e citocininas, como 2,4-D + cinetina (KIN)
(GILL et al., 2004; MITTAL et al., 2009) e 2,4-D + BAP (6-benzilaminopurina) (KAUR
e GOSAL, 2009; SILVA et al.,, 2014), uma vez que a resposta €& genotipo-
dependente (GANDONOU et al., 2005).

Tabela 1- Regeneracéo de plantas via embriogénese somatica indireta em cana-de-acgUcar.

Tipo de Regulador de  Concentracéo

Explante crescimento (mg L'l) Genotipos Referéncias
Folhas . . Basnayake et al.
imaturas 2,4-D 3 16 cultivares diferentes (2011)
2,2 SP-803280 Macedo (2010)
2;4,8 RB872552 Silva (2010)
2 RB92579 e RB93509 Dibax et al. (2013)
5 CPF-246, SPF-234 e HSF-242 Nawaz et al. (2013)
3 RB855156 e RB72454 Alcantara et al. (2014)
2;3,5 RB966928 e RB986419 Mudry et al. (2013)
2,4-D, Dicamba 1,1;2,2;3,3 e RB867515, RB928064 e Ramos (2011)
e CPA 4.4 RB925345
2,4-D + Cinetina 3+0,1 RB835486 De Jesus (2010)
24D+ANA 01020 40€ Saccharum edule Chandran (2011)
. Wamaitha et al.
2,4-D 2 NiF8 (2010)
Inflorescéncias Ahloowalia e Maretzki
imaturas 24D 3 1J76-316 (1983)
Meristemas 24D 2,21 SP79-1011 Silveira et al. (2013)
apicais
2,21 SP80-3280 Burrieza et. al. (2012)
Aplc_es 24D 5 RB739735, RB758540 e Cidade et al. (2006)
caulinares Chunnee

De acordo com Sani e Mustapha (2010), o 2,4-D tem uma alta especificidade
na inducdo de calos de cana-de-acucar, sendo esta atribuida a presenca de
supostos receptores de 2,4-D na superficie da membrana celular do explante.
Pasternak et al. (2002) relatam que o 2,4-D aumenta os niveis de auxina endégena

nos explantes responsivos e por esse motivo € mais eficiente na resposta indutiva
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dos tecidos. Explantes que séo cultivados sem a presenca de 2,4-D no meio de
cultura ndo se desenvolvem, ficam amarronzados e necrosam totalmente em poucos
dias de cultivo (TIEL et al.,, 2006; SANI e MUSTAPHA, 2010). Por outro lado, a
manutencdo por longos periodos na presenca deste regulador, em repetidos
subcultivos, pode causar instabilidade genética (GILL et al., 2006) e aumentar a
probabilidade de variagdo somaclonal (FRANKLIN et al., 2006; LAKSHMANAN et al.,
2006). Dessa forma, torna-se necessario o estudo do tempo ideal para a exposi¢ao

a este regulador nas diferentes variedades.

A inducdo da embriogénese somatica indireta (ESI) resulta na formacao de
diferentes tipos de calos, sendo estes classificados como embriogénicos e néo
embriogénicos (LAKSHMANAN, 2006), os quais diferem quanto a morfologia e ao
potencial de regeneracdo (NABORS et al.,, 1983). O calo embriogénico forma
pequenos embrides somaticos capazes de regenerar plantas completas, com raiz e
parte aérea, por serem bipolares. Ja os calos ndo embriogénicos sédo translicidos e
sem capacidade de regenerar plantas (NABORS et al, 1983; RASCHID e
QURAISHI, 1989). Alguns autores observaram e classificaram os calos formados em
explantes de cana-de-agUcar, pois estes nao apresentavam uniformidade em
aparéncia e eram compostos por regides morfologicamente diferentes. Ho e Vasil
(1983) classificaram os calos em trés tipos, enquanto Taylor et al. (1992)

classificaram em quatro (Tabela 2).

Tabela 2- Classificacdo e descricdo de calos de cana-de-agUcar, de acordo com Ho e Vasil (1993) e
Taylor et al. (1992).

Tipo Descrigdo dos calos
Ho e Vasil (1993) Taylor et al. (1992)
1 Branco, nodular, altamente embriogénico Semi-translicido, ndo-embriogénico
2 Amarelo, fridvel, pode ser embriogénico Amarelo cinzento, mucilaginoso, ndo embriogénico
3 Acinzentado, mucilaginoso, ndo embriogénico Amarelo branco, nodular, altamente embriogénico
4 - Amarelo, friavel, organogénico

Embora estes autores tenham classificado os calos de forma diferente, ambos
afirmaram que o embriogénico é branco e nodular, com células redondas e
densamente citoplasmaticas. Outros autores descrevem também que os calos
embriogénicos apresentam crescimento rapido, alta atividade metabdlica e possuem
mais proteinas solaveis, prolina livre, atividade proteolitica e aglUcares solUveis em

relacdo aos calos ndo embriogénicos (NIEVES et al., 2003). Por ser um hibrido
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interespecifico, a cana possui respostas distintas quanto a formacdo de calos
embriogénicos para cada cultivar, e a resposta morfogenética € muito influenciada
pelo gendtipo (MUDRY, 2011; BASNAYAKE et al., 2011).

Outro fator que influencia a resposta embriogénica é a intensidade luminosa
(GARCIA et al., 2007). Na cana-de-acucar, a maioria dos relatos da embriogénese
ocorre em auséncia de luz (GANDONOU et al., 2005; LAKSHMANAN, 2006; JOYCE
et al.,, 2010), inclusive a formacdo de calos (GARCIA et al., 2007). Garcia et al.
(2007) demonstraram que a resposta da embriogénese na presenca da auxina é
modulada pela luz. Na auséncia da luz, a auxina (2,4-D e Picloram) induz a

formacéao de calos embriogénicos (GARCIA et al., 2007).

A ES é considerada, potencialmente, a técnica mais importante dentre os
métodos usados na propagacao clonal, uma vez que € capaz de originar um grande
namero de plantas num curto periodo de tempo e, ao contrario de outras técnicas,
nao necessita da etapa de enraizamento, 0 que encurta o periodo de regeneracao
(CANHOTO, 2010). Lee (1987) relatou que obteve por meio da embriogénese

somatica direta (ESD) a producéo de 78.400 mudas em um periodo de cinco meses.

Esta técnica pode ser utilizada também como ferramenta integrada aos
programas de melhoramento genético, em especial quando associada as técnicas
de transformacéo de plantas e engenharia genética (GUERRA et al., 1999), sendo a
ESI preferencial para estudos de transformacdo, por formar maior namero de
células, aumentando as chances de se obter plantas transgénicas (BASNAYAKE et
al., 2011; TAPARIA et al., 2012). Marcano et al. (2002) corroboram esta ideia,
afirmando que um dos beneficios da embriogénese para a cana-de-acUcar € a
introdugdo de genes de interesse, através da producdo massiva de embribes

utilizados para a transformacdao, além da producdo de sementes sintéticas.

Varios trabalhos ja foram relatados para ES em cana-de-acucar, seja atraves
de padrdes diretos (WATT et al., 2009; SNYMAN et al., 2011), indiretos (MITTAL et
al., 2009; KAUR e GOSAL, 2009), ou através da comparagdo dos dois padrdes
(SUPRASANNA et al., 2010; VAN DER VYVER, 2010). Na ESI, a producao dos
calos € aplicada na engenharia genética (VAN DER VYVER, 2010; BASNAYAKE et
al.,, 2011), conservacao de germoplasma (CHEN et al., 1988), inducdo de
mutagénese (KHAN e KHAN, 2010; KOCH et al., 2012) e micropropagacgao
(SNYMAN et al., 2001). Van Der Vyver (2010) estudou o processo de transformagao
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e regeneracdo de plantas pelo método do bombardeamento de particulas, utilizando
embrides de cana-de-agUcar produzidos via ESD e ESI, e obteve sucesso para a
regeneracdo de plantas pelas duas vias, expressando o gene reporter GFP (green

fluorescent protein).

Nos ultimos anos tem-se trabalhado muito com a obtencdo de plantas
transgénicas para conferir resisténcia a herbicidas (FALCO et al.,, 2000;
MANICKAVASAGAM et al., 2004), insetos (ARENCIBIA et al., 1997), virus do
mosaico (INGELBRECHT et al., 1999; BUTTERFIELD et al., 2002) e estresse hidrico
(ZHANG et al., 1999; MOLINARI et al., 2007). As primeiras plantas geneticamente
transformadas de cana-de-acUcar foram conseguidas através da biobalistica
(BOWER e BIRCH, 1992), utilizando o gene nptll, que codifica a enzima neomicina
fosfotransferase 1l, que confere resisténcia a canamicina e geneticina (MOLINARI et
al., 2007).

Apesar das vantagens apresentadas, ainda sdo muitas as limitacbes para
aplicacdo da técnica de ES. Mesmo tendo sido aplicada a muitas espécies, 0s
mecanismos moleculares que permitem a formacao destes embrides ainda ndo séo
bem compreendidos (CANHOTO, 2010). Outras limitacbes da ES passam pela
germinacdo precoce, o0 elevado numero de embribes andémalos, a falta de
sincronizagéo das fases durante o desenvolvimento dos embrides, a ocorréncia de
variacdo somaclonal e as baixas taxas de conversdo (CORREIA, 2010). Portanto,
protocolos de inducéo e regeneracao de plantas bem definidos e otimizados para a

cana-de-aclcar sdo muito importantes.

2.5. Aclimatizacéao

As plantas cultivadas in vitro sdo expostas continuamente a um
microambiente Unico, em recipientes fechados, sob condicBes assépticas, meio de
cultura com alto teor de acucar e nutrientes, baixa luminosidade e alto nivel de
umidade relativa. Tais fatores alteram algumas caracteristicas morfofisiologicas das
plantas, tais como o parénquima palicadico pouco desenvolvido e excessivos
espacos intercelulares (WETZSTEIN e SOMMER, 1982), mau funcionamento
estomatico (APOSTOLO et al.,, 2005), reducdo do teor de cera epicuticular e

anormalidades na cuticula (HARAZIKA, 2003), o que dificulta a regulacdo da perda



28

de agua durante a transferéncia para as condi¢cdes ex vitro (APOSTOLO et al.,

2005), acarretando, por conseguinte, no aumento nas taxas de mortalidade.

Durante a transferéncia para o ambiente ex vitro, a agdo sinérgica da alta
densidade de fluxo de fotons e o estresse hidrico reduz a capacidade do sistema
fotossintético de utilizar a radiacéo incidente, causando o estresse oxidativo. Este se
da pela formacao excessiva de ROS, incluindo o radical superdxido (O,"), oxigénio
singleto (*O,), peréxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH"). Sd0 espécies
altamente reativas e podem perturbar seriamente o metabolismo normal, através de
dano oxidativo aos lipidios de membrana, pigmentos, proteinas e acidos nucleicos e,
finalmente, resultar em morte celular (DEMIDCHIK, 2015). Para combater o dano
oxidativo, as plantas desenvolveram um complexo sistema de defesa antioxidante
que envolve metabdlitos enziméaticos e ndo enziméaticos (BATKOVA et al., 2008;
JAHAN e ANIS, 2014). As enzimas antioxidantes estdo presentes em diferentes
compartimentos celulares e dentre elas destacam-se a superoxido dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11). Entre os metabdlitos antioxidantes ndo enzimaticos estdo o acido
ascorbico (AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol e os carotenoides (PERVEEN et
al., 2013; BARBOSA et al., 2014).

A SOD é considerada como a primeira linha de defesa contra as ROS e que
catalisam a dismutacdo do radical O,", gerando H,O, e O,, e pode ser encontrada
em cloroplastos, mitocéndrias, citosol e peroxissomos (BHATTACHARJEE, 2010).
Ja a eliminacdo do H,0, pode ser feita pelas enzimas CAT e APX. A atividade da
CAT ocorre em concentragdes relativamente altas de H,O, (mM), especialmente em
condi¢cOes de estresse severo (DUBEY, 2011), enquanto a APX tem alta afinidade
com o H,0,, eliminando-o mesmo em baixas concentracdes (UM) (SHARMA et al.,
2012). A CAT atua nos peroxissomos e glioxissomos, podendo ser encontrada
também em mitocéndrias, de forma a converter moléculas de H,O, a H,O e O,
(DUBEY, 2011). A APX pode ser encontrada no citosol, mitocdndrias, peroxissomos,
cloroplastos e parede celular (DABROWSKA et al., 2007).

O contetudo de antioxidantes ndo enzimaticos, bem como a atividade das
enzimas antioxidantes formados durante o cultivo in vitro sdo muito importantes para
o processo de transferéncia ex vitro (BATKOVA et al., 2008). Nao menos
importantes sao as modificacdes destes componentes do sistema de defesa

antioxidante ocorridas durante o processo de aclimatizagcdo, contudo, o
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conhecimento acerca destas mudancas ainda € escasso. Ahmed e Anis (2014)
observaram um aumento nas enzimas SOD, CAT, APX e GR (glutationa redutase),
bem como no teor de pigmentos fotossintéticos, ao longo dos 28 dias de
aclimatizacdo de Cassia alata, inferindo que tais modificacbes refletiram na

sobrevivéncia das plantas.

Outros procedimentos vém sendo utilizados para facilitar a transferéncia bem
sucedida de plantas in vitro para a condicdo ex vitro, tais como 0 aumento na
densidade de fluxo de fétons nas salas de crescimento e o uso de sistemas de
ventilagdo que promovem o aumento das trocas gasosas entre os frascos de cultivo
e o0 ambiente (HAZARIKA, 2003). O aumento no fluxo de fétons promove o
desenvolvimento de tecidos fotossintetizantes (SERRET e TRILLAS, 2000), aumenta
as taxas de fotossintese (KOZAlI e SMITH, 1995), e, portanto, as taxas de
crescimento (CUI et al., 2000). Ja o aumento da ventilagdo no interior dos frascos,
promove o desenvolvimento de mudas com caracteristicas fisiolégicas e anatdmicas
semelhantes as observadas em plantas que sdo produzidas sob condi¢cbes de
campo (ALVAREZ et al., 2013). Estudando o efeito de trés microambientes in vitro
(condicdes foto autotroficas, fotomixotréficas e heterotroficas) sobre a aclimatizacao
de Doritaenopsis, Shin et al. (2014) sugeriram que, tanto o crescimento quanto a
sobrevivéncia das plantas durante o processo de transferéncia para o ambiente ex
vitro podem ser otimizados pela suplementacdo com CO, e 0 aumento dos niveis de

luz durante o cultivo in vitro.

2.6. Diodos emissores de luz (LEDs) no cultivo in vitro de plantas

A quantidade (densidade de fluxo de fotons) e a qualidade (comprimento de
onda) da luz, absorvidas através de fotorreceptores, sdo de extrema importancia
para a regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas (JIE et al., 2003),
podendo modificar, dentre outras caracteristicas, a espessura foliar, diferenciacéo do
mesofilo, desenvolvimento vascular, desenvolvimento dos estdmatos e biossintese
de metabdlitos secundarios (CASSANA et al., 2008; NHUT et al., 2015).

Nos ultimos anos, inUmeras pesquisas tém estudado e recomendado a
utilizagdo de LEDs como uma fonte alternativa de luz para a cultura de tecidos. O
LED apresenta as seguintes vantagens: economia de energia elétrica, baixa geracao

de calor, elevada eficiéncia de luz, longo periodo de vida, especificidade no
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comprimento de onda e pouca massa e volume (YEH e CHUNG, 2009). O LED
consiste na tecnologia mais moderna de iluminagédo existente no mercado, desde a
sua invencdo, em 1963, por Nick Holonyac, e continua em constantemente
aperfeicoamento (OLIVEIRA et al., 2011). A cor da luz que emitem esta relacionada
com o comprimento de onda, sendo os LEDs azuis, verdes e vermelhos os mais
comuns no mercado. Esse conhecimento € importante, pois a eficiéncia
fotossintética também depende do(s) comprimento(s) de onda emitido(s) (Figura 3)

(OLIVEIRA et al., 2011).

Resposta a fotossintese
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Figura 3- Porcentagem de resposta de tecidos vegetais a fotossintese em funcdo do comprimento de

onda da luz recebida. Fonte: Oliveira et al. (2011).

As lampadas LED podem chegar a 100 mil horas de uso, tendo eficiéncia
energética de 50%, enquanto as lampadas fluorescentes brancas, comumente
utilizadas nas salas de crescimento, tém vida util média de oito mil horas e eficiéncia
energética de 20%, sendo expressiva a diferenca proporcionada no custo de
producdo (YEH e CHUNG, 2009; OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, os LEDs séo
livres de substancias toxicas, como o mercurio (ROCHA et al., 2010). A luz requerida
para a fotossintese compreende comprimentos de onda entre 400 e 700 nm
(SEABROOK, 2005) e os LEDS azuis, verdes e vermelhos apresentam picos de
comprimentos de onda, respectivamente, de 450, 565 e 660 nm, proporcionando
melhor desenvolvimento das plantas (YEH e CHUNG, 2009). Em relagéo ao fluxo de
fétons ideal para a fotossintese, ocorre uma variacdo de 20 a 70 pmol m? s*,
dependendo da espécie vegetal (YEH e CHUNG, 2009; ROCHA et al., 2010). A
intensidade do fluxo de fotons depende do numero de LEDs instalados por unidade
de area, e a quantidade de luz emitida depende do tipo de LED, havendo os de alto
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brilho e os comuns, além daqueles de diferentes poténcias (1, 2 e 3 W). Existem
ainda as diferengcas no comprimento de onda do LED utilizado, por exemplo, os

vermelhos emitem maior quantidade de luz do que os azuis (OLIVEIRA et al., 2011).

Os LEDs podem melhorar o desenvolvimento de brotos, se escolhido o
comprimento de onda adequado para a fotossintese (ROCHA et al., 2010). Para
Taiz e Zeiger (2013), a menor eficiéncia de multiplicagéo e crescimento das plantas
na presenca de lampadas fluorescentes brancas é decorrente do fato destas
emitirem diferentes comprimentos de onda entre 350 e 750nm, quando aqueles
entre 400 e 700nm sao importantes para a fotossintese. Gradativamente, os LEDs
tendem a substituir as lampadas fluorescentes nos laboratorios de micropropagacéo,
em razdo de proporcionarem maior e melhor desenvolvimento de plantas, com
menor custo de producdo (OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos sobre a qualidade da luz dos LEDs ja foram realizados em
crisantemo (SILVA e DEBERGH, 1997; KIM et al., 2004), bananeira (DUONG et al.,
2002), copo-de-leite (CHANG et al., 2003), orquidea Cymbidium (HUAN e TANAKA,
2004) e morango (ROCHA et al.,, 2010), buscando-se aperfeicoar as técnicas de
micropropagacao e as condicdes de cultivo para obtencdo de mudas de melhor

gualidade a valores mais competitivos.

A luz vermelha emite um espectro proximo ao da absorbancia maxima das
clorofilas e fitocromos, que é importante para o desenvolvimento do aparato
fotossintético e para a acumulacdo de amido (SAEBO et al., 1995; ROCHA et al.,
2013) e ainda vem sendo considerada como um estimulante para o comprimento
das brotacbes e promocdo do alongamento das células em espécies vegetais
(FOLTA e MURUHNICHI, 2007). A luz azul desempenha um papel importante na
sintese de clorofila, desenvolvimento do cloroplasto, abertura de estdmatos e
fotomorfogénese (OLIVEIRA et al., 2012).

As espeécies respondem de forma diferente a iluminacdo do ambiente de
cultivo, por isso a diversidade de resultados observados na literatura (SYLVANIA,
2000). Maior comprimento de brotagcdo em crisantemos (Chrysanthemum sp.) (KIM
et al.,, 2004) e em cana-de-acucar (ROCHA et al., 2013) foi obtido sob LED
vermelho, enquanto para copo-de-leite (Zantedeschia albomaculata) foi obtido sob
LED azul (CHANG et al., 2003). Em morango, os LEDs vermelho e verde foram a
fonte de luz que promoveu maior numero de brotacdes por explante (ROCHA et al.,

2010), jA em cana-de-acucar, uma menor taxa de multiplicacdo foi observada com o
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uso do LED vermelho (ROCHA et al., 2013). Quanto ao contetdo de pigmentos
fotossintéticos, observou-se maior quantidade de clorofila a, b e carotenoides nas
brotacdes de morangueiro cultivadas sob LED vermelho (ROCHA et al., 2010). Em
relacdo a aclimatizacéo, as plantas provenientes do cultivo in vitro com LEDs séo
mais vigorosas (OLIVEIRA et al., 2012), conforme demonstrado em cana-de-acUcar
(RB872552) com o uso de LED vermelho (ROCHA et al., 2013).

No que diz respeito a formacdo de calos e indugdo da embriogénese
somatica, ainda sdo poucos os estudos que tratam sobre o efeito do uso de LEDs.
Em Panax viethamensis, o LED amarelo foi considerado o melhor tratamento para o
crescimento de calos, proporcionando maior peso fresco e seco, sendo também
observada melhoria no crescimento destes quando mantidos sob LED 60%
vermelho + 40% azul (NHUT et al., 2015). Huan e Tanaka (2004) relataram que o
espectro composto por LEDs vermelhos e azuis foi ideal para a proliferacao de calos
e formacdo de estruturas semelhantes a protocormos (ESPs) de Cymbidium,
enquanto que, em Oncidium, a combinacdo de LED vermelho-longo com LED
vermelho ou azul promoveu o desenvolvimento de ESPs a partir de calos
embriogénicos (CHUNG et al., 2010). Em cana-de-acucar, o efeito dos LEDs foi
estudado apenas para a formacao de brotacOes e sobre parametros de crescimento
de plantas cultivadas in vitro, ndo havendo relatos a respeito da inducdo de

embriogénese somatica.
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Resumo Objetivou-se avaliar o uso de LEDs na indu¢do da embriogénese somatica
(ES), formacéo de brotacdes e enraizamento da cana-de-acUcar (RB98710) e seu
efeito na aclimatizacdo. O meio de Murashige e Skoog (MS) foi utilizado em todas as
etapas, sendo suplementado com 9 pM de 2,4-D + 1,1 pM de BAP (C1) e 13,6 uM de
2,4-D + 2,2 uM de BAP (C2) para a indugéo da ES; isento de fitorreguladores para a
regeneracao de plantas; acrescido de 4,44uM de BAP + 4,65uM de KIN para a
inducdo de brotacdes e de 5,37 uM de ANA para o enraizamento. Durante a
realizacdo das etapas in vitro, os cultivos foram mantidos sob iluminagéo
fluorescente (FL) e LEDs. O uso de LEDs favoreceu a formagao de calos, contudo, a
regeneracdo de plantas foi superior com o uso da iluminacdo FL. Analises
histologicas revelaram a formacdo de embribes somaticos pela via direta e indireta.
As plantas obtidas por ES e cultivadas sob LEDs apresentaram maior taxa de
multiplicacdo ao longo de seis subcultivos (média de 1:5,06). Ambas as fontes de
iluminacg&o propiciaram o enraizamento das plantas e, antes da aclimatizacdo, estas
nao diferiram quanto ao conteudo de malondialdeido. Plantas mantidas sob FL
exibiram maior atividade da SOD e CAT, enquanto as mantidas sob LEDs exibiram
maior atividade da APX e teores mais elevados de carotenoides. Apods 15 dias da
aclimatizacao, a perda de agua em plantas provenientes do cultivo in vitro com LEDs
foi menor e a taxa de sobrevivéncia de 96% foi superior a obtida em plantas
provenientes da FL (75%). As enzimas antioxidantes se mostraram eficientes no
combate ao estresse oxidativo em plantas provenientes de ambos os sistemas de
iluminagdo. Assim, o espectro emitido pelo LED nao favoreceu a ES, contudo,
mostrou-se superior no desenvolvimento e multiplicagdo das plantas obtidas,

favorecendo o processo de aclimatizacdo da variedade RB98710.

Palavras-chave Saccharum spp.; Qualidade da luz; Micropropagacao;

Sobrevivéncia ex vitro; Estresse oxidativo
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Introducéo

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agUcar, aclcar e alcool de cana do
mundo, seguido de india e China. A producdo da safra 2014/2015 de cana-de-
acucar foi de 634,8 milhdes de toneladas de cana-de-acucar, o que representa um
incremento de 3,1% em relagdo a safra anterior, numa area de aproximadamente 9
milhdes de hectares (CONAB 2015). Nas ultimas décadas, a capacidade da cultura
de acumular grandes quantidades de biomassa e seus teores de sacarose destacou
0 seu potencial como importante matéria-prima para a producao de biocombustivel,
0 que pode ajudar a mitigar a demanda global por energia sustentavel (Arruda 2011;
Taparia et al. 2012). Desse modo, seu destaque na industria agricola requer grandes
esforcos para a melhoria de seus caracteres agronémicos (Nawaz et al. 2013).

O longo periodo juvenil e o alto grau de heterozigose apresentado pelos
gendtipos de cana-de-agucar tornam-se obstaculos em programas de melhoramento
genético tradicional, sendo a engenharia genética uma alternativa potencial para a
obtencdo de novas variedades (Alcantara et al. 2014). O sucesso da engenharia
genética, no entanto, é dependente da técnica de cultura de tecidos para o
estabelecimento de um sistema de regeneracéo in vitro (Khan et al. 2008; Arencibia
et al. 2000). A embriogénese somatica (ES) fornece material bioldégico que permite
introduzir genes de interesse em células que, posteriormente, regenerardo plantas
transformadas (Marcano et al. 2002). Para isso, € necessario o desenvolvimento de
protocolos eficientes de inducdo e regeneracdo de plantas para as diferentes
variedades de cana-de-aglcar, uma vez que a resposta morfogénica é bastante
influenciada pelo gendétipo (Joyce et al. 2010).

A inducdo da ES sO é possivel quando se utilizam células competentes e
capazes de receber estimulos indutores apropriados, as quais podem ser
geneticamente reprogramadas (Silveira et al. 2013). Reguladores de crescimento
sdo usados para modular a competéncia embriogénica das células e permitir a
progressao e maturacao de embrides somaticos (Jimenez 2005). Diversos estudos
relatam a embriogénese somatica em cana-de-acucar (Snyman et al. 2011),
incluindo a producéo de calos aplicada a engenharia genética (Van Der Vyver 2010;
Basnayake et al. 2011) e a inducdo de mutagénese (Khan e Khan 2010; Koch et al.
2012). No entanto, muitos s&o os fatores que podem interferir na resposta
embriogénica dos tecidos cultivados in vitro e tornar os protocolos mais eficientes e

economicamente viaveis. Dentre os principais fatores estdo o tipo de explante
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utilizado, a composicdo do meio de cultura, os reguladores de crescimento, a
temperatura e a luminosidade (Joyce et al. 2010).

O espectro luminoso exerce efeitos notaveis sobre a célula e o crescimento
de tecidos vegetais, bem como sobre a biossintese de metabdlitos. Inameras
pesquisas veem descrevendo as vantagens da utilizacdo dos diodos emissores de
luz (LEDs) como fonte de iluminagdo no cultivo in vitro de plantas. Distintos atributos
morfoldgicos, anatdémicos e fisioldgicos, como a formacédo de brotacdes e embrides
somaticos, rizogénese, modificacdes na anatomia foliar e melhoria nas habilidades
fotossintéticas de plantas cultivadas in vitro podem ser regulados por propriedades
espectrais dos LEDs (Gupta e Jatothu 2013; Liu et al. 2014; Nhut et al. 2015). Estes
atributos acabam por influenciar também no desenvolvimento ex vitro, facilitando o
processo de aclimatizacao (Nhut et al. 2003; Vieira et al. 2015).

A aclimatizacdo € uma etapa critica e, muitas vezes, limitante na
micropropagacao de plantas, devido ao estresse ocasionado pela transicdo do
ambiente in vitro para o ex vitro. Durante a aclimatizacdo, as condi¢cdes de baixa a
moderada umidade relativa, alto fornecimento de CO, e alta intensidade luminosa
(Braga et al. 2011) podem induzir a foto-inibicdo e a formacdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), as quais sdo potencialmente danosas as biomoléculas. Para
combater o dano oxidativo, as plantas desenvolveram um complexo sistema de
defesa antioxidativo, que envolve um grupo de enzimas entre as quais se destacam
a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a ascorbato peroxidase (APX)
(Batkové et al. 2008). Alteracdes significativas na atividade enzimatica antioxidante
durante a aclimatizagao foram relatadas em Phalaenopsis (Ali et al. 2005), Rauvolfia
tetraphylla (Faisal e Anis 2009) e Cassia alata (Ahmed e Anis 2014). Tais
informacbes permitem uma melhor compreensdo e otimizacdo das condicdes
ambientais durante esta fase, reduzindo a mortalidade das plantas e tornando a
producdo de mudas mais eficaz e economicamente viavel.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da utilizacdo de LEDs sobre
processos morfogénicos in vitro, no que concerne a embriogénese somética, a
formacéao de brotacfes e o enraizamento na variedade RB98710 de cana-de-acucar,
bem como avaliar as alteracbes no metabolismo redox durante a aclimatizacdo das

plantas obtidas.
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Material e Métodos

Indug&o da embriogénese somatica

Foram utilizadas plantas de cana-de-acUcar (Saccharum spp.), variedade
RB98710, com quatro meses de aclimatizacdo, procedentes da Biofabrica
Governador Miguel Arraes, Recife, PE. As folhas mais externas foram retiradas e a
regido basal das folhas cortada em segmentos de 10 cm de comprimento, 0s quais
foram lavados com detergente comercial e agua corrente por 5 minutos, imersos em
alcool 70% por 1 minuto e submetidos a assepsia com hipoclorito de sodio (NaOCI)
2,5% por 20 minutos, seguiu-se uma triplice lavagem em agua estéril. Apdés o
enxague, os segmentos foram fracionados em porc¢des de 1 cm de comprimento e
0,3 cm de diametro, sendo tal explante denominado de segmento de folhas
imaturas. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS
(Murashige e Skoog 1962) suplementado com 30 g L' de sacarose e duas
combinacdes de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 6-bezilaminopurina (BAP):
Cl-9puM de 2,4-D + 1,1 yMde BAP e C2 - 13,6 pM de 2,4-D + 2,2 uM de BAP. O
meio foi gelificado com 6,5 g L™* de &gar e o pH ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Os explantes foram incubados em sala de
crescimento, a 25 = 2°C, onde permaneceram 7 dias no escuro e 23 dias sob
fotoperiodo de 16 horas e duas diferentes fontes de iluminagcdo. Apés 30 dias, foram
contabilizados os explantes responsivos e coletadas amostras para a realizacdo de
andlises histolégicas. Os calos/embriées formados foram transferidos para meio MS
isento de reguladores de crescimento, onde permaneceram até a conversdo em
plantas. Apos 45 dias, foi contabilizado o percentual de explantes regenerantes e o

namero de plantas formadas por explante regenerante.

Tratamentos de luz

Em todas as etapas realizadas in vitro, os cultivos foram mantidos em sala de
crescimento sob duas diferentes fontes de luz: (1) FL- lampadas fluorescentes
(100% branca) e (2) LED- diodos emissores de luz, modelo LabPAR: LL-HR/DB-01
(Lablumes®) (82% vermelha:18% azul). A intensidade luminosa foi de 50 umol m?s™
e 80 umol m? s para as FL e LED, respectivamente. O espectro de luz emitido
pelas diferentes fontes de luz foi obtido utilizando o espectrografo Ocean Optics

modelo USB2000 (Figura 1).



50

Fonte de Luz
LED LabPAR
—— Fluorescente

10

0.8 |

0.6 |-

0.4}

02 i M
0.0 - : e,

350 400 450 500 550 600 650 700 750

Poténcia espectral relativa

Comprimento de onda (nm)

Figura 1 Distribuicdo espectral de energia relativa em lampadas fluorescentes brancas e LED
LabPAR

Analise histolégica

Amostras foram coletadas e fixadas em FAA 50 (formaldeido: acido acético
glacial: etanol 50%, na proporcdo de 1:1:8), desidratadas em série etandlica
ascendente (70-100%) e infiltradas em parafina, de acordo com Johansen (1940). O
material foi seccionado em micrétomo rotativo para a obtengédo de cortes com 5 um
de espessura, os quais foram submetidos ao processo de coloragdo com safrablau
(azul de astra e safranina) (Kraus e Arduin 1997). As laminas foram analisadas em

fotomicroscopio Olympus CH30 e as imagens capturadas em camera digital Sony.

Multiplicacdo e enraizamento das plantas obtidas por embriogénese somatica
Plantas provenientes dos embriées somaticos foram inoculadas em meio MS
liquido acrescido de 30 g L™ de sacarose, 4,44 uM de BAP e 4,65 uM de cinetina
(KIN), com pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Foram realizados seis
subcultivos, em intervalos de 20 dias, para a obtengdo da taxa de multiplicagéo (n°
de brotos/ n® explantes inoculados). No sexto subcultivo, as brotacbes foram
transferidas para o meio de enraizamento, composto por metade da concentracao
de sais de MS, liquido, acrescido de 30 g L™ de sacarose e 5,37 pM de acido
naftalenoacético (ANA), onde permaneceram por 30 dias. Os cultivos foram
mantidos sob as mesmas condicfes de temperatura, luminosidade e fotoperiodo

descritas anteriormente. Ao final do periodo de enraizamento foram realizadas
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avaliacGes biométricas e bioquimicas, quantificacdo da perda de agua em folhas e

densidade estomaética foliar.

Aclimatizacéo

As plantas enraizadas foram lavadas em agua corrente, para a remocdo dos
residuos do meio de cultura, e transplantadas para bandejas de 98 células contendo
substrato Plantmax®. As plantas permaneceram em casa de vegetacado, sob
temperatura e umidade relativa médias de 27°C e 80%, respectivamente, sendo
irrigadas duas vezes ao dia, durante 15 dias. O teor de H,0,, a peroxidacao lipidica,
0 conteudo de proteinas sollveis e a atividade de enzimas antioxidantes foram
obtidos aos 1, 3, 5 e 15 dias da aclimatizagdo. A taxa de sobrevivéncia, as
avaliacdes biométricas, a quantificacdo de perda de agua em folhas, a densidade
estomatica e os teores de pigmentos fotossintéticos foram obtidos aos 15 dias de

aclimatizagao.

Analises biométricas
Foram determinadas a altura da parte aérea, comprimento de raiz, numero de
folhas, massa de matéria fresca e seca da parte aérea e radicular, além do numero

de perfilhos formados.

Determinacédo do contetudo de H,O, e MDA

As plantas coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas em freezer (-20 °C) até o processamento das analises. Amostras de 0,2 g
foram maceradas a frio em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugadas
a 10.000g por 15 minutos, a 4°C. Posteriormente ao preparo do extrato, a
determinacdo dos niveis de H,O, foi realizada segundo protocolo descrito por
Alexieva et al. (2001), enquanto a peroxidacdo lipidica foi determinada pela
estimativa do teor de malondialdeido (MDA), substancia reativa ao acido

tiobarbitarico (TBA), segundo a metodologia de Heath e Packer (1968).

Quantificacdo de proteinas e atividade de enzimas antioxidantes

Amostras de 0,2 g de tecido foliar foram homogeneizadas a frio em tampéo
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), contendo 1% de polivinilpirrolidona (PVP) e 1
mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Apoés a centrifugagédo a 10.000g e

4°C, durante 15 minutos, o extrato foi utilizado para a quantificacdo
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espectrofotométrica do teor de proteinas sollUveis totais, de acordo com Bradford
(1976), utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A atividade de
enzimas chave do metabolismo antioxidante foi determinada seguindo a metodologia
de Berrs e Sizer (1952) para a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e de Nakano e Assada
(1981) para a ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11).

Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

Para a determinacao do teor de clorofila (chl a e b) e carotenoides, amostras
de 0,2 g de folhas foram maceradas com acetona 80%. Apos filtragem e
centrifugacéo, o extrato obtido foi utilizado para a quantificacdo dos pigmentos em
espectrofotdmetro UV-visivel, utilizando comprimentos de onda de 663 e 647 para
clorofilas e 470 nm para carotenoides, de acordo com a metodologia de
Lichtenthaler (1987).

Perda de agua em folhas (PAF)

Utilizou-se a 32 folha expandida de cinco plantas por tratamento, as quais
foram pesadas em balanca analitica imediatamente apdés a coleta, para a
determinacdo da massa fresca inicial (MFo), e em intervalos de 15 minutos (MF,) até
completar o tempo total de 75 minutos. A determinacao foi realizada em laboratorio,
nas condi¢cdes de 28°C e 48% de umidade relativa. Apés as medidas de massa
fresca, as folhas foram colocadas em estufa a 70°C por 48 h para a determinacédo da
massa seca (MS). A PAF ao longo do tempo foi obtida segundo a equacgéo proposta
por Dami e Hughes (1995): PAF (%)= [(MFo - MS) - (MF;- MS)] x 100/(MFq - MS).

Densidade estomética

O numero de estdématos por mm? na superficie foliar adaxial e abaxial foi
determinado pelo método de impressao epidérmica, utilizando éster de cianoacrilato
(adesivo instantaneo universal). Apos a secagem das laminas, foram analisados, em
microscopio (Olympus CH30), 15 campos obtidos da regido mediana da segunda

folha de plantas provenientes de cada um dos tratamentos de luz.

Andlises estatisticas
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado. Dados obtidos por contagem foram transformados em (x+1)°°. Os

dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
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pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar
(Ferreira 2011).

Resultados e Discussao

Inducdo da embriogénese somética

O maior percentual de explantes responsivos (70%) foi observado no
tratamento C1, ndo havendo diferenca significativa entre as fontes de iluminacéo
utilizadas (Tabela 1). Em todos os tratamentos foi observada a formacéo de calos
com coloracdo esbranquicada (Figura 2), bem como de embrides somaticos
diretamente do explante. Em cana-de-agucar, muitos autores constataram que a
resposta morfogénica varia, especialmente, com o gendtipo e com o tipo e a
concentracdo dos reguladores de crescimento utilizados (Mudry et al. 2013; Nawaz
et al. 2013; Alcantara et al. 2014; Silva et al. 2014). Alcantara et al. (2014) obtiveram
melhores resultados utilizando o 2,4-D do que o &cido triclorofenoxiacético ou
picloram, e ainda observaram que a associacdo de 2,4-D com BAP ou KIN néo
promoveu resposta favoravel para as variedades RB855156 e RB72454. Por outro
lado, o balango auxina/citocinina (2,4-D/BAP) foi fundamental para a obtencédo da ES
direta na variedade RB872552 (Silva et al. 2014), confirmando a especificidade da

resposta dos genotipos a acao dos reguladores de crescimento.

Tabela 1 Efeito da concentragdo de 2,4-D + BAP e do sistema de iluminagdo (LED e FL) na

embriogénese somatica da variedade RB98710

2,4-D + BAP Explantes responsivos Explantes regenerantes N° de plantas/ explante
(UM) (%) (%) regenerante
FL LED FL LED FL LED
(Cyo+12 40 aA 70 aA 45,5 aA 18,2 bB 4,75 aB 1,00 bA
(C2)136 +2,2 40 aA 30 aB 25,0 aA 50,0 aA 26,75 aA 1,25 bA

Médias seguidas de mesma letra minuscula entre iluminacgdo e letra mailscula entre reguladores de

crescimento ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Os explantes mantidos sob iluminagdo FL formaram calos apenas na
extremidade basal, a partir de um prolongamento foliar (Figura 2A e B), enquanto
agueles expostos ao LED apresentaram calogénese em toda a sua extenséao (Figura
2C e D). Pesquisas envolvendo o uso de diferentes fontes de luz na inducéo da ES

ainda sdo escassas, mas estudos feitos com Panax viethamensis demostraram
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melhor crescimento e peso fresco de calos quando utilizado o LED amarelo (Nhut et
al. 2015). Em Oncidium, um maior nimero de embrides por calo foi obtido com a
combinacéo entre LED vermelho, azul e vermelho distante (Chung et al. 2010).

O tipo de Iluz também influenciou na maturacdo dos embrides e,
posteriormente, na regeneracao das plantas. Muitos explantes responsivos oxidaram
quando foram transferidos para meio sem reguladores de crescimento,
especialmente aqueles mantidos sob LED. Desse modo, o maior nimero de plantas
formadas foi obtido a partir de explantes cultivados no meio C2 sob iluminagéo FL,
com média de 26,75 plantas/explante (Tabela 1; Figura 2E), enquanto o0s
tratamentos mantidos sob LED apresentaram médias de 1,0 e 1,25 para C1 e C2,
respectivamente (Figura 2F), demostrando que o espectro do LED utilizado né&o foi
efetivo para a regeneracédo do embrido somatico em planta.

A baixa taxa de regeneracdo de plantas pode ter ocorrido pela alta producao
de calos ndo embriogénicos, notadamente nos explantes cultivados com iluminacao
por LED.

Figura 2 Influéncia da iluminacédo, 2,4-D e BAP na embriogénese somética da variedade RB98710.
A) formacdo de calo no meio C1 sob FL; B) presenca de calo/embrido no meio C2 sob FL; C)
presenca de calo por todo explante no meio C1 sob LED; D) presenca do prolongamento foliar e calo
na extremidade no meio C2 sob LED; E) regeneracéo de plantas sob FL; F) regeneracéo de plantas

sob LED
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A capacidade de produzir calos embriogénicos durante a ES tem sido descrita
como uma resposta genotipo dependente (Snyman et al. 2011), contudo, tal
capacidade também pode ser influenciada por fatores ambientais, como a qualidade
da luz. Calos embriogénicos crescem mais rapido e formam plantas, enquanto os
ndo embriogénicos ndo as formam, pois sua composicdo bioquimica entre outras
coisas é diferente (Nieves et al. 2003). Neste sentido, o conhecimento sobre a
morfologia celular, bem como altera¢cdes bioquimicas e moleculares podem ser
importantes para a compreensdo da aquisicdo de competéncia em tecidos
embriogénicos (Silveira et al. 2013). Diferentemente dos resultados obtidos neste
trabalho, a expressdo e a maturagcdo de embrides de Agave tequilana foram
alcancados com éxito quando estes foram expostos a luz vermelha (Rodriguez-
Sahagun et al. 2011), enquanto em P. viethamensis melhores resultados foram
alcancados com o uso de LED na proporgcdo 60% vermelho: 40% azul (Nhut et al.
2015). Outros autores verificaram maior percentual de regeneracdo em cana-de-
acucar quando o meio foi suplementado com BAP (Feitosa et al. 2013; Alcantara et
al. 2014; Nawaz et al. 2013), KIN + BAP (Menezes et al. 2012) e carvao ativado
(Silveira et al. 2013).

Analise histologica da embriogénese somatica

A ocorréncia das vias direta e indireta foi confirmada através de analises
histologicas, indicando a formacédo de calos (Figura 3A) e embribes somaticos a
partir de células parenquimaticas (Figura 3B e C) e epidérmicas (Figura 3D) do
explante. Na Figura 3B pode-se observar a multiplicacdo de células do explante, a
partir das quais ocorre a formacdo dos embrides somaticos. Regifes onde existem
células com citoplasma denso, nudcleo com nucléolo evidente e alta relacdo
nucleo/citoplasma, indicam zonas meristematicas que precedem a formacédo dos
embrides somaticos (Figura 3D); enquanto as células ndo embriogénicas séo
maiores e com nudcleos pequenos (Silveira et al. 2013). No presente estudo, 0s
embrides somaticos se originaram do tecido do explante, e ndo apresentavam
conexao vascular com o explante que lhes deu origem, caracterizando o embrido
somatico. Caracteristicas semelhantes de células embriogénicas e nao
embriogénicas foram encontradas por Alcantara et al. (2014) e Silveira et al. (2013).
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Figura 3 Estudo histolégico da embriogénese somaética na variedade RB98710. A, B, C e D -
Tratamento C1, com iluminag@o por LED. ¢ = calo embriogénico, ex = células do explante, e =

embrido somético, ep = células da epiderme, pa = células de parénquima. Barra = 100pum

Multiplicagédo e enraizamento in vitro

A fonte de luz utilizada na sala de crescimento influenciou diretamente a taxa
de multiplicacdo das plantas provenientes da ES. A exposi¢cao ao LED mostrou-se
mais vantajosa para a variedade estudada, uma vez que a formagédo de brotos foi
superior a encontrada em FL, diferindo significativamente desta a partir do segundo
subcultivo (S2) (Figura 4). Também foi possivel observar um acréscimo na taxa de
multiplicagéo ao longo dos seis subcultivos realizados (S1 — S6), para os dois tipos
de iluminacdo, chegando até 5,58 brotos para a LED e 4,58 para a FL. Estudos com
outras variedades mostram respostas diferentes quanto ao tipo de luz, sendo
relatadas maiores taxas de multiplicacdo na RB872552 quando utilizadas lampadas
Growlux® (Rocha et al. 2013) e na CTC-07 quando utilizado LED 70% vermelho +
30% azul (Maluta et al. 2013). A menor eficiéncia de multiplicagédo e crescimento na



57

presenca de lampadas fluorescentes brancas decorre do fato destas emitirem
espectro composto por uma ampla gama de comprimentos de onda, entre 350 e 750
nm, que parece ser desnecessaria e pouco relevante para a fotomorfogénese e para

a fotossintese (Gupta e Jatothu 2013).
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Figura 4 Efeito da iluminacéo (FL e LED) em concentracdo de (4,44 uM) de BAP e (6,45 uM) de KIN
na multiplicacdo da variedade RB98710 obtidas por ES. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Ambas as fontes de luz propiciaram o0 enraizamento das brotacbes. As
lampadas LED proporcionaram maior ganho de massa nas raizes e maior nimero
de brotos quando comparada com a FL (Tabela 2), enquanto as variaveis
comprimento de raiz, niumero de folhas e massa fresca e seca da parte aérea néo
diferiram entre os tratamentos (Tabela 2). O bom desenvolvimento radicular aumenta
o potencial da planta de absorver agua e nutrientes e, consequentemente, aumenta
a taxa de sobrevivéncia apds o transplantio (Pasa et al. 2012). Durante o
enraizamento in vitro, também ndo foram encontradas diferencas entre a altura das
plantas cultivadas sob iluminacdo LEDs ou FL. Respostas variadas, para esta
variavel, sdo relatadas em diferentes trabalhos. Maior altura das plantas foi
observada quando utilizado FL (Barros et al. 2011; Maluta et al. 2013), LED verde,
vermelho e azul (Rocha et al. 2010), bem como apenas com LED vermelho (Oliveira
et al. 2011).

O cultivo de Anthurium andraeanum sob lampadas LED vermelho + azul e
fluorescentes, com intensidade luminosa de 40 pmol m?2 s, ndo apresentou
diferenca quanto a massa fresca e seca de raiz (Gu et al. 2012), enquanto o
presente estudo demonstrou que o uso de LED vermelho + azul (80 pmol m2 s™) foi

eficiente para esta variavel. Isto demonstra que, tanto a qualidade, quanto a
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guantidade da luz influenciam diretamente na morfogénese da planta, além da

resposta do gendtipo a essas variagoes.

Tabela 2 Efeito da iluminacdo LED e FL sobre parametros de crescimento e densidade estomatica
(mm?) em plantas de cana-de-aglUcar da variedade RB98710 provenientes da embriogénese

somatica, ao final do enraizamento in vitro e aos 15 dias de aclimatizacao

Enraizamento in vitro Aclimatizacao

Variaveis

FL LED FL LED
Comprimento da raiz (cm) 250+031a 3,20+0,33a 2,80x0,40a 3,60+0,85a
Massa fresca da raiz (g) 0,08 £0,013b 0,16 +0,018a 0,09+0,006b 0,17 £ 0,016 a
Massa seca da raiz (g) 0,01+£0,001b 0,02+0,001a 0,01+0,002b 0,02 £0,001 a
Altura da parte aérea (cm) 1520+1,47a 17,70+1,19a 15,70£0,66b 24,20+ 1,36 a
Massa fresca da parte aérea (g) 0,16 £ 0,006 a 0,21 +0,022a 0,18 £0,009 b 0,22 £ 0,009 a
Massa seca da parte aérea(g) 0,01+0,001a 0,02+0,003a 0,01+0,001b 0,02 +£0,001 a
Ne de folhas 3,80+0,20a 4,00+0,01a 3,80+0,37b 4,60+0,24 a
N° de brotos 216+040b 383+0,21a 1,66+0,33b 2,83+0,16 a
Densidade estomatica (adaxial) 118+6,66b 160+4,85a 118+13,01a 122 +5,65 a
Densidade estomética (abaxial) 158 +5,27b 217+5,27a 160+12,74a 205+21,50a
Sobrevivéncia (%) - - 75 96

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (n=10 + EP)

N&o foi observada diferenca entre os teores de clorofila a e b (Tabela 3). Em
Ananas bracteatus uma menor irradiancia favoreceu o acumulo de clorofilas (Oliveira
et al. 2010), enquanto que em Gevuina avellana o aumento da intensidade luminosa
para 100 pmol m2 s proporcionou 0 aumento dos teores de clorofila a e b (Alvarez
et al. 2012). Na variedade de cana-de-acucar CTC-07, menores teores de clorofilas
a e b foram observados em plantas cultivadas sob LED vermelho, provavelmente,
em decorréncia do desmanche dos tilacéides (Maluta et al. 2013).

Os carotenoides atuam como fotoprotetores (Fatima et al. 2011; Dias et al.
2013) e agem como filtros da luz visivel e UV, reduzindo os danos celulares
causados pela luz (Barbosa et al. 2014). No presente estudo, as plantas
apresentaram maior teor de carotenoides sob o cultivo em lampadas LED (Tabela
3). Resultado semelhante foi obtido no cultivo in vitro de morango com LED
vermelho (Rocha et al. 2010). Ja em Gevuina avellana, o teor de carotenoides néo
diferiu quando utilizadas lampadas fluorescentes com intensidade luminosa de 100

pumol m2 s (Alvarez et al. 2012).
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Tabela 3 Efeito da iluminacdo LED e FL nos conteudos de pigmentos fotossintéticos em
plantas da variedade RB98710, ao final do enraizamento in vitro e aos 15 dias de

aclimatizacao

Enraizamento in vitro Aclimatizacdo
Pigmentos
FL LED FL LED
Chl a (mg g™ MF) 10+0,01a 1,07+0,05a 126+0,05a 1,41+0,06a
Chl b (mg g™ MF) 0,50+0,02a 0,53+0,03a 0,24+0,01a 0,27%+0,0la
Carotenoides (mg g'l MF) 0,16 £0,004b 0,23+0,02a 0,34+0,01a 0,36+0,0la

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (n=5 + EP)

Plantas cultivadas in vitro tém uma baixa capacidade de controle da perda de
agua devido ao limitado ou reduzido funcionamento estomatico, a ma formacao da
camada de ceras cuticulares e a incompleta formacdo do mesofilo foliar (Hazarika
2006; Schmildt et al. 2014). O cultivo de plantas sob LED proporcionou uma maior
densidade estoméatica em ambas as faces foliares (Tabela 2), o que foi corroborado
por Liu et al. (2014) em Platycodon grandiflorum. Portanto, tal resultado pode
explicar a maior perda de agua, no final da fase de enraizamento in Vvitro,
apresentada em plantas cultivadas sob LED (94,95%) em comparacao aquelas

cultivadas sob lampadas FL (66,71%), ao longo de 75 minutos (Figura 5A).
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Figura 5 Efeito da iluminacéo (LED e FL) na perda de &gua na variedade RB98710 de cana-de-

acucar: (A) ao final do enraizamento in vitro e (B) aos 15 dias de aclimatizacéo
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Tanto na via de sintese como na de oxidacdo de moléculas biolégicas, ocorre
a formagao de ROS, que podem produzir sinais oxidativos que regulam a expressao
génica (Foyer e Noctor 2003, Foyer et al. 2012) ou, quando em excesso, causar
danos oxidativos. Contudo, quando os mecanismos de defesa antioxidantes s&o
acionados, ha uma prevencdo no acumulo dessas ROS (Barbosa et al. 2014). As
plantas cultivadas sob iluminacdo FL apresentaram menor conteddo de H,O, e
menor atividade da APX, enquanto a atividade da SOD e CAT foram superiores
(Tabela 4). A peroxidacéo lipidica, representada pelo conteudo de MDA, nao diferiu
entre os tratamentos de luz. Esses resultados demonstram que, de forma geral, as
enzimas do sistema antioxidativo das plantas sob as duas fontes de iluminagao
utilizadas combateram as ROS de forma eficiente.

No cultivo in vitro de Oncidium, a atividade enzimatica foi maior em
tratamentos com LED, especialmente de coloracdo azul, que demonstraram uma
maior ativagao do sistema de defesa para reduzir o excesso de ROS (Mengxi et al.
2011). Resultado semelhante também foi obtido com a planta medicinal Rehmannia
glutinosa, em que a modulacdo da qualidade espectral, com o uso de LED azul ou
vermelho, induziu a ativacdo do sistema de defesa antioxidante e foi diretamente
correlacionada com o aumento no conteudo dos metabdlitos de importancia

farmacéutica (Manivannan et al. 2015).

Tabela 4 Efeito da iluminacdo LED e FL nos teores de H,0, e
MDA e na atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT
em plantas de cana-de-aglcar da variedade RB98710, ao final

do enraizamento in vitro

FL LED
H,0, (umol g MF) 1,07+0,10b 2,96 +0,17 a
MDA (nmol g’* MF) 3,82+050a 3,14+0,1la
SOD (U mg' prot.) 052+0,03a  0,25+0,02b

APX (mmol mint mg* MF) 650£529b 247,0+16,46a

CAT (mmol min* mg™* MF) 533+0,10 a 3,52+0,18 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (n=5 + EP)
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Efeito do uso de LEDs durante o cultivo in vitro na aclimatizacéo de plantas

As plantas provenientes do cultivo com LEDs apresentaram, ao final da
aclimatizacdo, incrementos na altura, massa fresca e seca da parte aérea e
radicular, além de maior nimero de folhas e brotos (Tabela 2), demonstrando os
efeitos benéficos do uso de LEDs durante o cultivo in vitro, favorecem o
desenvolvimento das plantas na fase de aclimatizagdo. Apesar da densidade
estoméatica nas plantas aclimatizadas nao ter diferido entre os dois tratamentos
(Tabela 2), as plantas provenientes do LED apresentaram uma menor perda de
agua aos 15 dias da aclimatiza¢do, com PAF de 21,65% comparado a 30,85% da FL
(Figura 5B). Essa maior capacidade de retencdo de umidade nas folhas pode ser
reflexo de uma maior funcionalidade dos estématos e, consequentemente, um dos
fatores responsaveis pela maior taxa de sobrevivéncia apresentada pelas plantas
provenientes do cultivo in vitro sob LED (96%) quando comparadas com aquelas da
FL (75%) (Tabela 2).

Quanto ao conteudo de pigmentos fotossintéticos, ndo houve diferenca entre
as plantas provenientes dos diferentes tratamentos de luz (Tabela 3). Em relacdo ao
metabolismo oxidativo, o conteido de H,O, se mostrou maior em plantas cultivadas
sob LED aos quinze dias de aclimatizacdo, mesmo assim, o conteido de MDA nao
diferiu entre as plantas provenientes de ambas as fontes de luz utilizadas (Figura 6A
e B). O declinio no teor de H,O, e MDA ao longo do periodo de aclimatizacao
evidencia a evolucédo do ajuste do metabolismo as novas condicdes ambientais, ou
seja, uma nova homeostase. Isso pode ter ocorrido devido a um aumento da
atividade das enzimas antioxidantes que atuam na remoc¢ao do excesso de ROS e,
consequentemente, na reducdo da peroxidagdo lipidica. Reducdo analoga no
conteudo de MDA e H,0, também foi observada em Abrus precatorius (Peerven et
al. 2013).

A atividade da SOD néao diferiu entre as plantas provenientes do cultivo sob
LED e FL do terceiro dia em diante. No primeiro dia de aclimatizacdo, entretanto,
ocorreu uma elevada atividade desta enzima nas plantas provenientes de lampadas
FL (Figura 6C), sugerindo que estas tenham sofrido mais com a passagem da
condicdo in vitro para ex vitro. Isto pode ter ocorrido porque as plantas que estavam
sendo cultivadas com LEDs estavam sob uma intensidade luminosa maior que a FL,
adaptando-se mais facilmente a alta luminosidade encontrada no ambiente ex vitro.

APX e CAT sao enzimas que eliminam o H,O, (Bhatt e Tripathi 2011). A APX

tem alta afinidade com essa ROS permitindo sua eliminacdo mesmo em baixas
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concentragcbes (uM) (Locato et al. 2010; Sharma et al. 2012), enquanto a CAT é
efetiva em altas concentragcées (mM) de H,O, e, por isso, considerada indispensavel
em condi¢des de estresse severo (Dubey, 2011). No presente estudo, a atividade da
APX apresentou-se maior nas plantas provenientes do LED, enquanto a CAT teve
maior atividade nas plantas provenientes das lampadas FL (Figura 6D e E),
sugerindo uma condicdo de estresse mais ameno para aquelas provenientes do
LED.

As enzimas antioxidantes demonstram ser importantes na capacidade das
plantas em sobreviver ao estresse oxidativo e desempenham um importante papel
na adaptacao das plantas transplantadas para condi¢des ex vitro. Segundo Batkova
et al. (2008), plantas que apresentam alto conteltdo de antioxidantes, constitutivos
ou induzidos, geralmente sdo mais adaptadas ao estresse. Assim, a eficiéncia na
manutencdo da homeostase redox também pode estar relacionada a uma

particularidade da variedade estudada.
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Figura 6 Alteragdes nos niveis de H,O, (A) e MDA (B) e nas atividades das enzimas antioxidantes
SOD (C), APX (D), CAT (E) em plantas aclimatizadas da variedade RB98710, provenientes do cultivo
in vitro sob iluminacdo LED e FL. Médias seguidas de mesma letra minUscula entre iluminacéo e letra

maiulscula entre os dias de coleta ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Concluséo

A obtencdo de plantas via embriogénese somética foi mais eficiente quando
0s explantes foram cultivadas sob luz fluorescente, por outro lado, a qualidade e
guantidade de luz emitida pelos LEDs, propiciaram melhores taxas de multiplicacao
e favoreceram os parametros de crescimento das plantas durante o enraizamento in
vitro. Os tipos de iluminacéo influenciaram no processo de aclimatizagédo e foram
primordiais para 0 aumento na taxa de sobrevivéncia das plantas. Em sintese, nas
condicOes do presente experimento, sugere-se que a fase de inducao seja realizada
sob luz fluorescente e as demais etapas do processo de micropropgacao sob luz
LED nas condicdes (82% vermelho:18% azul) e intensidade luminosa de 80 pmol m?

st
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De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

A obtencéo de plantas via embriogénese somética foi mais eficiente quando
os explantes foram cultivadas sob luz fluorescente branca;

A qualidade e quantidade de luz emitida pelos LEDs propiciaram melhores
taxas de multiplicacdo e favoreceram os parametros de crescimento das plantas
durante o enraizamento in vitro;

Os tipos de iluminacdo influenciaram no processo de aclimatizacédo, e o
espectro emitido pelos LEDs durante o cultivo in vitro favoreceu o aumento na taxa
de sobrevivéncia das plantas;

Para a variedade RB98710, sugere-se que a fase de inducdo da
embriogénese somatica seja realizada sob luz fluorescente e as demais etapas do
processo de micropropagacao sob luz LED (82% vermelho:18% azul) e intensidade

luminosa de 80 pmol m?2 s,
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NOMENCLATURE

The recommendations of the Society for In Vitro Biology Committee on Terminology
should be followed. Schaeffer WI (1990) Terminology associated with cell, tissue and organ
culture, molecular biology and molecular genetics. In Vitro Cell Dev Biol 26:97-101.

TABLES AND FIGURES

TABLES: Each table should be numbered consecutively with Arabic numerals.
Footnotes to tables should be indicated by lower-case superscript letters. If you use data
from another published or unpublished source, obtain permission and acknowledge fully.

LEGENDS: Legends must be brief, self-sufficient explanations of the figures and
tables in no more than four or five lines. Remarks such as “For explanation, see text” should
be avoided. The figure legends should be typed double-spaced and grouped together on a
separate page. When symbols, arrows, numbers or letters are used to identify parts of the
illustration, identify and explain each one clearly.

FIGURES: Figures should be limited to those essential for the text. Results should not
be duplicated by presentation of the same results in both a graph and table. Color may be
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used without charge for the electronic edition of the journal if files are supplied but will appear
in the printed version in black and white. NOTE: If the authors wish to have their figures
printed in color, the authors will be questioned about color options after the paper enters
production and the pictures will be published in color at the author's expense: $534 per
article (+VAT). At such time an e-mail will be sent to authors asking them to select an option
for color printing of figures. Except for the cost of color printing there are no publication
charges for publishing in IVP, unless the author chooses to publish his/her paper Open
Access (Open Choice). More information on Open Choice can be found on the journal
homepage (http://www.springer.com/ life+sciences/plant+sciences/journal/11627).

ALL FIGURES, whether photographs, graphs, or diagrams, should be numbered
consecutively. If figures are created electronically, please see Guidelines for Electronically
Produced Figures for Print. Line drawings should be supplied as clear black and white
drawings suitable for reproduction. All lines should be of uniform thickness. Letters and
numbers should be of professional quality and proper dimensions. All figures submitted
should allow for high quality reproduction at a same size permitting direct printing (with no
reduction), usually 12.7 by 17.3 cm (5 by 7 inches) but no larger than 20.3 by 25.4 cm (8 by
10 inches). The publisher reserves the right to reduce figures. Micrographs should have an
internal magnification marker; the marker size should be stated in the figure legend. If
photographs of persons are used, either the subjects must not be identifiable or their pictures
must be accompanied by written permission to use the photograph.

Guidelines for Electronically Produced lllustrations for Print

GENERAL
e Send figures separately from the text (i.e. files should not be integrated with
text files).

VECTOR (line) GRAPHICS

e Vector graphics exported from a drawing program should be stored in EPS
format. High quality Excel files are also acceptable.

e Suitable drawing program: Adobe lllustrator. For simple line art the following
drawing programs are also acceptable: PowerPoint, Corel Draw, Freehand,
Canvas.

e No rules narrower than 0.25 pt.

e No gray screens paler than 15% or darker than 60%.

e Screens meant to be differentiated from one another must differ by at least
15%.

HALFTONE FIGURES
e Black & white and color figures should be saved in JPG, TIFF or EPS formats.
e Figures should be created using Adobe Photoshop whenever possible.

GRAPHICS FROM VIDEOS

e Separate files should be prepared for the frames from a video that are to be
printed in the journal. When preparing these files you should follow the same
rules as listed under Halftone Figures.

MULTIMEDIA  ARTICLE AND DYNAMIC MANUSCRIPT SUBMISSION
REQUIREMENTS (I.LE. STREAMING VIDEQOS)

Multimedia articles are papers where the heart of the article is the video and,
generally, only an abstract and references are included. Dynamic articles are regular articles
with video(s) included as electronic supplementary material.



76

Upon submission of multimedia or dynamic articles, the author(s) will be required to
submit the video in the
following format:

e For multimedia articles, video clips should not exceed 9 minutes. For dynamic
articles, video clips should not exceed 3 minutes and each manuscript should
not contain more than 3 video clips.

e Multimedia file for review and submission: MPEG-1 file with the largest frame
size (usually 320 x 240 pixels) that will fit on a CD and will be playable on a
Windows-based computer.

e The content of these files must be identical to that reviewed and accepted by
the editors of the In Vitro Plant and Animal Journals.

¢ All narration should be in English.

e There should be a “manuscript” submitted with the video that includes a title
page, abstract and key words, as well as references if needed.

DYNAMIC MANUSCRIPT

A dynamic manuscript is a print article with imbedded video material. Up to 3 (one
minute maximum each) videos per manuscript submission will be accepted. Make sure to
note in your manuscript the placement of the video clips. All standard instructions for
manuscript and video submission should be followed for a dynamic manuscript submission.

SPRINGER OPEN CHOICE

In addition to the traditional publication process, Springer provides Springer Open
Choice, which is Springer’'s open access model. A Springer Open Choice article receives all
the benefits of a regular article, but in addition is made freely available through Springer’s
online platform SpringerLink. If you wish to publish via Springer Open Choice, you will have
the opportunity to make this request after your paper enters production. At such time an e-
mail will be sent to authors asking them to select an option for Springer Open Choice.

COPYRIGHT

To maintain and protect the Society’s ownership and rights and to protect the original
authors from misappropriations of their work, SIVB requires the corresponding author to sign
a copyright transfer agreement on behalf of all of the authors. Unless this agreement is
executed (without changes or addenda) and received by the Editorial Office, SIVB will not
publish the manuscript either online or in print. For online submissions, this form will be sent
to you electronically upon submission of your manuscript. Once signed, it can either be
faxed, e-mailed as a pdf or directly mailed to: Michele Schultz, Publications Manager,
Society for In Vitro Biology, 514 Daniels St., Suite 411, Raleigh, NC 27605, USA, (Fax: 919-
562-0608) (e-mail: sivb@sivb.org).

If ALL authors were employed by the US government when the work was performed,
the corresponding author should not sign the copyright transfer agreement, but should
instead attach to the agreement a statement attesting that the manuscript was prepared as
part of their official duties and, as such, is a work of the US government not subject to
copyright.

If SOME of the authors were employed by the US government when the work was
performed but others were not, the corresponding author should sign the copyright transfer
agreement as it applies to that portion performed by the non-governmental employee
authors.
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Upon submitting an article to In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant for
review and possible publication, authors are requested to add the following notice for the first
screen of any posted electronic preprint versions of the paper. “This work has been
submitted to the Society for In Vitro Biology for possible publication in In Vitro Cellular and
Developmental Biology — Plant. Copyright may be transferred without notice, after which this
version may no longer be accessible.”

When the work has been accepted for publication, the author may post it, in its final
accepted form, on their personal server or on their institution’s server (but not on any
organized preprint server) with a notice: “Accepted for publication in In Vitro Cellular and
Developmental Biology — Plant as of (date), until it is published by the Society in print or
electronic form.”

After publication, authors may post their Society copyrighted material on their own
server or on their institutions server without permission, provided that it includes the following
notice: “This material has been published in (name of journal, issue number and date, page
numbers), the only accredited archive of the content that has been certified and accepted
after peer review. Copyright and all rights therein are retained by the Society for In Vitro
Biology. This material may not be copied or e-posted without explicit permission of the
copyright owner.” Please provide a link to the reproduction page of the SIVB website with the
following text: “For more information about Reproduction Permission for this article, please
visit the SIVB website at www.sivb.org/pubs_reproductionPermission.asp”



