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RESUMO

A embriogénese somatica € uma técnica de cultivo in vitro aplicada na propagacao
clonal de plantas e na regeneracédo de células transformadas geneticamente, além
de auxiliar estudos basicos relacionados aos eventos morfolégicos, moleculares e
bioquimicos que ocorrem durante o processo embriogénico. As fases iniciais dessa
via morfogénica sao caracterizadas pela inducdo de genes relacionados ao estresse,
0 que leva a hip6tese de que a embriogénese somatica € uma resposta extrema ao
estresse de células de plantas cultivadas in vitro. Neste trabalho, foram induzidas as
vias embriogénicas direta e indireta na variedade RB 872552 de cana-de-aglcar e
analisada a atividade de enzimas do sistema antioxidante, a fim de avaliar a
correlacdo entre a embriogénese somatica e a regulacéo do estresse oxidativo. Para
a via direta (ESD), foram aplicados quatro tratamentos (TS, TD, TG e TA) baseados
em protocolos j& descritos para cana-de-agUcar. Esses protocolos diferiam quanto a
composicdo do meio e condi¢do de incubacao (escuro ou fotoperiodo de 16 horas),
em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticbes por tratamento. Para
a via indireta (ESI), foram utilizados oito tratamentos diferenciados pelas
combinacdes de quatro concentracdes de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) e
duas de Fe-EDTA, em esquema fatorial 4x2 e 20 repeticdes por tratamento. Foram
calculados os indices de formacdo de embrides (IFE) e de calo (IFC) e avaliada a
atividade da catalase, peroxidase e polifenoloxidase. Embriées soméaticos foram
visualizados apenas nos tratamentos de ESD acrescidos de 2,4-D e BAP (6-
benzilaminopurina), e no tratamento de ESI com 8 mg.L™ de 2,4-D. A converséo de
embrides somaticos em plantas foi realizada em meio de cultura sem adicdo de
fitoreguladores. A atividade das enzimas antioxidantes foi obtida através de leitura
feita em espectrofotdbmetro, a partir do extrato obtido de tecidos embriogénicos e néo
embriogénicos dos tratamentos de ESD. A atividade da polifenoloxidase e da
catalase aumentou em tecidos ndo embriogénicos, enquanto que a peroxidase foi
menos ativa nesses tecidos quando comparada aos embriogénicos. Evidenciou-se
gue a inducdo da embriogénese somatica na variedade estudada esta relacionada
ao estresse oxidativo e que estas enzimas antioxidantes podem exercer papel
relevante como marcadores bioquimicos deste processo.

Palavras-chave: Saccharum officinarum L., micropropagacao, calogénese, enzimas

antioxidantes, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), embrides somaticos, histologia.
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ABSTRACT

The somatic embryogenesis is a technique of in vitro culture applied in clonal
propagation of plants and regeneration of genetically transformed cells, in addition to
supporting basic studies related to morphological, molecular and biochemical events
that happen during the embryogenic process. The initial stages of this morphogenic
pathway are characterized by the induction of genes related to stress, which leads to
the hypothesis that somatic embryogenesis is an extreme response to stress in plant
cells cultivated in vitro. In this work, were induced embryogenic pathways direct and
indirect in the RB 872552 variety of sugarcane and analyzed the activity of enzymes
from antioxidant system in order to assess the correlation between somatic
embryogenesis and regulation of oxidative stress. For the direct pathway (ESD),
were applied four treatments (TS, TD, TG e TA) based on protocols previously
described for sugarcane. These protocols differed as to the composition of the
medium and incubation condition (dark or light period of 16 hours) in a completely
randomized design with 10 replications per treatment. For the indirect pathway (ESI),
were used by eight different treatments combinations of four concentrations of 2,4-D
(2,4-dichlorophenoxyacetic acid) and two Fe-EDTA, in a factorial 4x2 and 20
replicates per treatment. Were calculated the indices of embryo formation (IFE) and
callus (IFC) and evaluated the activity of catalase, peroxidase and
polyphenoloxidase. Somatic embryos were visualized only in the treatment of ESD
plus 2,4-D and BAP (6-benzylaminopurine), and treatment of ESI with 8 mg.L™ 2,4-D.
The conversion of somatic embryos into plants was performed in culture medium
without added phytoregulators. The activity of antioxidant enzymes was obtained by
reading of a spectrophotometer, from the extract obtained from embryogenic and
non-embryogenic tissues treatment of ESD. The polyphenoloxidase and catalase
activity increased in non-embryogenic tissue, whereas peroxidase was less active in
these tissues when compared to embryogenic. It was found that the induction of
somatic embryogenesis in the variety studied is related to oxidative stress and that
these antioxidant enzymes may become important as biochemical markers of this
process.

Key words: Saccharum officinarum L., micropropagation, calogenesis, antioxidants

enzymes, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), somatic embryos, histology.
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1. Introducéo Geral

O cultivo da cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) estende-se a regides
tropicais e subtropicais de mais de 80 paises, sendo o Brasil seu maior produtor.
Dessa forma, o agronegocio assume papel relevante no cenario socioeconémico
nacional e mundial, fornecendo matéria-prima para as agroindustrias do acucar,
alcool e aguardente, além de representar uma importante fonte de geracdo de
empregos e renda no setor industrial e rural (CESNIK e MIOCQUE, 2004).

A cana-de-acucar esta frequentemente inserida em programas de
melhoramento genético, visando a introdugcdo de caracteristicas de interesse
agrondmico, como resisténcia a pragas e patdgenos, tolerancia a herbicidas e
aumento no teor de sacarose. Dada a expressao econémica da cultura e das novas
vocacdes que estdo emergindo para essa atividade, os trabalhos de melhoramento
genético por meio da biotecnologia tém recebido interesse crescente (SNYMAN et
al.,, 2006). Além disso, a partir do lancamento de novas variedades, a
disponibilizacdo em larga escala do material melhorado € uma etapa crucial para a
implantacdo de cultivos com os gendtipos elite, sendo a micropropagacdo uma
alternativa ao processo convencional de propagacao vegetativa, por promover altas
taxas de multiplicacdo em curto espaco fisico e temporal (GEIJSKES et al., 2001;
SOUZA et al., 2006).

Diversas metodologias de cultivo in vitro de plantas podem ser adotadas para
a propagagdo massiva de material selecionado; dentre elas, destaca-se a
embriogénese somaética (ES), caso particular de morfogénese, no qual células
somaticas cultivadas in vitro sdo induzidas a formar embrifes, sem que ocorra a
fusdo de gametas (HANDRO e FLOH, 1990). Além da multiplicacdo de gendtipos
superiores, esta técnica constitui também uma ferramenta bastante util para estudos
basicos de processos bioquimicos, fisiolégicos e morfolégicos dos sistemas
vegetais, além de permitir a regeneracdo de plantas geneticamente transformadas.

De acordo com Guerra et al. (1998), embrides somaticos podem ser obtidos
segundo dois padrdes de desenvolvimento: um modelo direto, onde os embrides se
originam dos tecidos matrizes sem a formacgéo de estagio intermediario de calo e um
modelo indireto, onde ha formacdo de um tecido intermediario, o qual apresenta

células em diversos estadios de diferenciacdo e, consequentemente com diferentes
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graus de determinacdo, que podem adquirir novas competéncias mediadas por
mensageiros quimicos especificos.

As fases iniciais da ES sdo caracterizadas pela inducdo de muitos genes
relacionados ao estresse, 0 que leva a suposicdo de que esta via morfogénica é
uma resposta extrema ao estresse de células cultivadas in vitro. Uma das hipoteses
sobre o mecanismo envolvido na inducdo da ES destaca a importancia da interacao
entre auxinas e a sinalizacdo do estresse, que resulta na aquisicdo da competéncia
embriogénica da célula somatica por meio da reprogramacéo celular (FEHER et al.
2003).

Alguns autores tém correlacionado o aumento da atividade de enzimas
antioxidativas com a resposta embriogénica dos tecidos somaticos, sugerindo que o
estresse oxidativo contribui para acelerar o processo de ES (GAJ, 2004; NIEVES et
al.,, 2003; BLAZQUEZ et al., 2009). No entanto, ainda Sao escassos O0S
conhecimentos acerca dos eventos bioquimicos que ocorrem quando essas células
se tornam competentes para produzir embrides, sendo necessario estudos
adicionais para a determinacdo desses padrbes durante o desenvolvimento
embrionério, a fim de poder fornecer subsidios para a otimizacdo dos sistemas de
propagacéao in vitro baseados nesta técnica.

A regeneracédo de plantas de cana-de-acucar a partir da ES iniciou-se com os
estudos de Ho e Vasil (1983) e vem sendo descrita com diferentes explantes e para
um grande numero de variedades (MANICKAVASAGAM e GANAPATHI, 1998; GILL
et al., 2004; LAKSHMANAN, 2006; HEERDT, 2008). Contudo, a resposta
morfogenética dos tecidos esta sob influéncia hormonal e é gendétipo-dependente
(TAYLOR, 1994), tornando necessario seu estudo em outras variedades.

O presente trabalho objetivou induzir a embriogénese somatica direta e
indireta na variedade RB 872552 de cana-de-acUcar e avaliar as possiveis
correlacdes entre a eficiéncia embriogénica e a resposta ao estresse oxidativo,

mediada pela atividade de enzimas do sistema antioxidativo.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Cana-de-acUcar: aspectos gerais

A cana-de-aclucar (Saccharum officinarum L.), planta alégama, de ciclo
perene, pertencente a classe Liliopsida (Monocotyledoneae) e a familia Poaceae,
destaca-se como a maior cultura industrial do mundo, sendo amplamente cultivada
em paises tropicais e subtropicais para a producao de acucar, além de servir como
matéria-prima para processos industriais de producéo de alcool etilico, acido acético,
butanol, papel, “madeira® compensada, enzimas industriais e alimento animal
(ARENCIBIA, 1998; CESNIK e MIOCQUE, 2004; CIDADE et al., 2006).

A agroindustria canavieira é destaque no cenario agricola nacional, sendo o
Brasil o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com mais de 571 milhdes de
toneladas na safra 2008/2009 (CONAB, 2009). O Brasil aparece também como
maior exportador de acucar e alcool e como o Unico pais que domina todos 0s
estagios tecnologicos da cadeia produtiva desta cultura. O setor sucroalcooleiro do
Brasil € o mais competitivo do mundo, possuindo os maiores niveis de produtividade
e rendimento industrial associados aos menores custos de producao (UNICA, 2007,
LEMOS, 2009).

O agronegécio da cana-de-acUcar agrega elos geradores de varias
atividades: producdo da cultura, processamento de acucar, alcool e produtos
derivados de subprodutos, bem como servicos de pesquisa, capacitacao,
assisténcias técnica e crediticia, transporte, comercializacdo, exportacao e servicos
portuarios, dentre outros. Nesse contexto, a lavoura canavieira assume papel
relevante no cenario socioeconémico, representando uma fonte de geracdo de
empregos e renda no setor industrial e rural.

Existe atualmente uma grande expectativa de continuo crescimento do setor
sucroalcooleiro, alavancado pela escassez das reservas de petréleo e pela
preocupacao da sociedade com a iminéncia de mudancas climaticas. A ocorréncia
desses fatores gera uma enorme pressao sobre o uso de combustiveis fosseis,
aumentando a demanda pelo &lcool, no Brasil e no exterior. A cana-de-acucar € uma
das melhores opcoes dentre as fontes de energia alternativa e a que estabelece a
melhor relagédo custo-beneficio (CESNIK e MIOCQUE, 2004).
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A regido Nordeste ocupa a terceira posi¢cdo no ranque da producao nacional
com mais de 64 milhGes de toneladas, respondendo a aproximadamente 12% da
producdo nacional. Pernambuco apresenta uma producao superior a 19 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar destinada a industria sucroalcooleira, sendo
classificado como o segundo maior produtor do Nordeste (CONAB, 2009).

Os investimentos no melhoramento genético das culturas situam-se entre as
prioridades governamentais e da iniciativa privada atuante no setor agricola de
varios paises. Esses investimentos aumentaram em mais de dez vezes a
produtividade mundial da maioria das culturas. No Brasil, particularmente no
Nordeste, destacam-se as variedades RB (Republica Brasileira) lancadas pela Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro — RIDESA, da
qual faz parte o Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-acucar (PMGCA)
da UFRPE. A variedade RB 872552 é recomendada para plantios de verdo com
colheita no final da safra; apresenta como caracteristicas agroindustriais: maturacéo
precoce, teor alto de sacarose e meédio 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 riqueza, produtividade
e adaptabilidade (RIDESA, 2005).

O cultivo de variedades de cana-de-acucar detentoras de boas caracteristicas
agroindustriais representa, na pratica, a tecnologia que mais contribui para a
melhoria dos coeficientes de produtividade da cultura, a niveis relativamente baixos,

guando comparada com os demais itens que compdem o sistema produtivo.

2.2. Cultura de tecidos

A cultura de tecidos envolve um conjunto de técnicas, mediante as quais um
explante (parte isolada de uma planta, como protoplastos, células, tecidos e 6rgaos)
é cultivado de forma asséptica em um meio nutritivo, sob condi¢ées controladas de
temperatura e luminosidade (SOUZA et al., 2006). Seu inicio se deu nos anos 30,
porém s6 logrou maior impulso nos anos 70, com crescente interesse, tanto na
aplicacdo em nivel comercial como para auxiliar programas de melhoramento
genético (GYVES, 1994).
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Possibilitando uma versatilidade de aplicagcbes na biotecnologia vegetal, a
cultura de tecidos tem como finalidade primaria dirigir o crescimento e o
desenvolvimento do explante manipulado em seu redor. Este controle depende de
fatores externos, quimicos e fisicos, como meio de cultura, reguladores de
crescimento e condi¢cdes ambientais (VASIL, 1987), e também de fatores inerentes
ao material vegetal, como fatores hereditarios, estado fisiolégico do explante e da
planta que lhe deu origem (THORPE et al.,1991). De acordo com Souza et al.
(2006), suas técnicas apresentam grande potencialidade e tem se constituido um
instrumento valioso para o desenvolvimento da agricultura, especialmente quando
associadas as areas de melhoramento genético, fitossanidade e fitotecnia. Entre
outras, pode-se destacar as seguintes vantagens como aquelas de maior relevancia:
obtencdo de elevado nimero de mudas com alta qualidade genética em espécies
economicamente importantes ou com dificuldade de propagacéao; periodo de tempo
relativamente curto para producdo das plantas; necessidade de espaco fisico menor
gque o exigido nos processos convencionais de multiplicacdo; oportunidade de
eliminacdo de virus e outros patdgenos, propiciando a propagacdo de plantas com
alto grau de fitossanidade; conservacdo de bancos de germoplasma in Vvitro,
evitando a erosdo genética que tem se intensificado a cada dia.

No melhoramento genético de plantas, a cultura de tecidos tem sido utilizada
de vérias formas no desenvolvimento de variedades cultivadas; em geral, suas
técnicas sdo aplicadas na obtencdo linhagens homozigéticas; selecéo de gendtipos
superiores a partir de di-hapléides; para viabilizar cruzamentos interespecificos;
produzir mutantes com potencialidades agron6micas e promover uma rapida
propagacéao clonal de gendétipos melhorados, a fim da difusdo desse novo material
(CARVALHO, 1999; FERREIRA, 2006).

Dentre as técnicas aplicadas na cultura de tecidos, a mais promissora e de
maior impacto na agricultura € a propagacdo vegetativa in vitro, ou
micropropagacdo, a qual pode ser conduzida de trés maneiras: (1) a partir da
multiplicacdo por meio de gemas; (2) a partir da multiplicacdo mediante inducéao de
gemas adventicias, ou seja, por organogénese; (3) ou a partir da multiplicacéo via
embriogénese soméatica (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A micropropagac¢ao da cana-de-acucar vem se desenvolvendo com sucesso e
tem conseguido bastante aplicabilidade, facilitando a rapida multiplicacdo das novas
variedades melhoradas e garantindo a producdo de mudas livres de pragas e
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doencas, passiveis de transmissdo pelos métodos tradicionais de propagacgdo. As
novas plantas tém sido regeneradas a partir de meristemas apicais e axilares e de
tecidos de folhas imaturas (CESNIK e MIOCQUE, 2004; LEMOS, 2009).

2.3. Morfogénese in vitro

Segundo Cooper (2001), a morfogénese in vitro se refere ao surgimento de
qualquer parte da planta a partir de células ou tecidos que originalmente nao
possuem essa forma ou estrutura. Portanto, o estudo da morfogénese vegetal tem
como objetivo fundamental identificar os processos moleculares, bioquimicos e
fisiol6égicos que conduzem essa aparicdo de novas estruturas organizadas no corpo
da planta.

O processo morfogenético é resultado da divisdo e diferenciacdo celular
organizada que dependem, basicamente, da atividade e expresséo de determinados
genes. A diferenciacdo celular reflete, em ultima analise, o efeito de, pelos menos,
trés grupos de fatores. O primeiro € o fator genético, que incorpora o estoque de
potencialidades que podem ser expressas durante o desenvolvimento; o segundo
fator esta representado pelas caracteristicas originadas durante a ontogénese e, por
altimo, existem as caracteristicas cuja expressao depende apenas do ambiente
(KERBAUY, 1999). O desenvolvimento organizado depende de certos sinais
especificos e de uma consequente mudanca no metabolismo, além da capacidade
de recepcao dos sinais pelas células.

Costa et al. (2006) consideram a ocorréncia de dois padrées morfogénicos in
vitro: morfogénese direta, quando os 6rgdos ou embrides se originam diretamente
do explante, sem formacdo de calos (massa celular pouco diferenciada, de
proliferacdo continua e desordenada); e a morfogénese indireta, quando ha prévia
formacao de calo antes do desenvolvimento de estruturas organizadas (Figura 1).
Segquir o0 padrao indireto € uma das respostas mais comuns de um tecido cultivado in
vitro, o qual depende dos seguintes estadios: desdiferenciacdo, competéncia,

inducao, determinacao e diferenciacao.
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Figura 1. Representacdo esquemética das possiveis etapas do processo
morfogénico in vitro. Adaptado de COSTA et al., (2006).

Quando as células sao liberadas do controle a que estavam sendo
submetidas no organismo integro e sdo expostas a uma nova condicdo (meio de
cultura), podem se desdiferenciar com a possibilidade do genoma ser expresso de
outras formas, levando-as a novos padrdes de diferenciacdo, para entdo, formar
novas estruturas organizadas. A desdiferenciacéo inicial dos explantes resulta na
formacao de células competentes aos efeitos estimulatorios do meio de cultura, as
quais, apos transferéncia para meios especificos a formacéo de propagulos, tornam-
se determinadas (HANDRO e FLOH, 1990; KERBAUY, 1999).

A inducao, portanto, € o desencadeamento de um processo morfogenético
pela exposicdo do explante a um estimulo fisico, quimico ou bioldgico, que pode
incitar a competéncia celular, definida como a capacidade das células em reagir a
sinais especificos de desenvolvimento (GUERRA et al., 1999). A partir da
diferenciacdo, os novos tecidos se arranjam de forma a constituir novos 6Orgaos
(organogénese direta ou indireta) ou embrides (embriogénese somatica direta ou
indireta) que vao crescendo e promovendo alteragcdes morfoldgicas visiveis.

Nesse contexto, a micropropagacdao baseia-se no conhecimento
morfogenético decorrente dos processos celulares integrados de diviséo,
crescimento e diferenciacdo. De acordo com Handro e Floh (1990), tais processos

dependem de certos sinais (principalmente fitormonios e luz) que, agindo direta ou
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indiretamente em nivel génico, desencadeiam processos especificos de sintese, e
consequentemente, alteracdes bioquimicas e metabodlicas diversas. A expressao
morfogenética €, por conseguinte, a resposta final em dois niveis basicos:

embriogénese somatica e organogénese.

2.4. Embriogénese somética

A embriogénese somatica (ES) € um caso particular de morfogénese, que
pode ser descrita como 0 processo a partir do qual estruturas bipolares semelhantes
a embribes zigdticos se desenvolvem de células somaticas, seguindo uma
sequéncia de estadios caracteristicos da embriogénese zigotica, dando origem a
uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas. Esta técnica baseia-se na teoria da
totipotencialidade das células vegetais, postulada por Haberlandt, onde,
teoricamente, as células sométicas contém toda a informacdo genética necessaria
para a geracdo de uma nova planta (GUERRA et al., 1999; JIMENEZ, 2001;
ARNOLD et al., 2002). Desse modo, a ES converteu-se em um sistema modelo para
o estudo dos eventos morfoldgicos, fisioldgicos, moleculares e bioquimicos que
ocorrem durante o inicio e desenvolvimento da embriogénese em plantas superiores
(QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006).

A técnica de embriogénese somatica apresenta diversas vantagens, como
alta taxa de multiplicacdo comparada a qualquer outro processo de propagacao;
plantio direto da muda obtida, com menor custo de producédo e a possibilidade de
transferéncia de genes, razdo pela qual tem sido utilizada como ferramenta em
estudos de desenvolvimento de plantas, propagacdo clonal e melhoramento
(BARROS, 1999). Para este ultimo, a embriogénese oferece muitos beneficios,
particularmente em resposta a fusdo de células, a introducao de genes de interesse
e a producdo massiva de embridides, para a subsequente producdo de sementes
sintéticas ou artificiais. (MARCANO et al., 2002).

O desenvolvimento de tipos celulares embriogénicos e ndo embriogénicos
pode ser influenciado por diferentes fatores como: gendtipo, idade e estadio de
desenvolvimento do explante, estado fisioldgico da planta doadora dos explantes e
ambientes externos que incluem composi¢do do meio de cultura e condic¢des fisicas
de cultivo. Interacdes entre todos esses fatores conduzem a inducao e a expressao

de um modo especifico de diferenciacdo celular e desenvolvimento (FEHER et al.,
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2002; GAJ, 2004). E normalmente apds uma mudanca em uma ou mais condi¢des
de cultura que tecidos ou células induzidas alcancam o estadio de expressao, no
qual as células exibem sua competéncia embriogénica e se diferenciam em
embrides somaticos (JIMENEZ, 2005).

A inducdo do processo de embriogénese somatica em células vegetais esta
associada a ativacdo da divisdo celular, o que requer a acdo de reguladores de
crescimento exdgenos, mas especificamente auxinas e citocininas (FEHER et al.,
2002). No entanto, ao lado de uma grande variacdo de tipos indutores, a ES néo
pode ser definida apenas como uma resposta especifica a um ou mais reguladores
de crescimento exdgenos aplicados. Muitas das observacdes indicam um papel
critico do estresse como um estimulo embriogénico. Os niveis enddgenos de
fitoreguladores podem ser considerados como um dos maiores fatores em
determinar a especificidade de resposta celular destes estimulos gerais de estresse
(FEHER et al., 2003).

De acordo com Sharp et al. (1980), existem dois padrbes basicos de
expressdo da embriogénese somatica in vitro, o primeiro corresponde ao modelo
direto (embriogénese direta), no qual os embrides somaticos originam-se dos
tecidos-matrizes sem a formacédo de estadios intermediarios de calo e o segundo
padrao refere-se ao modelo indireto (embriogénese indireta), no qual os embrides
sado formados a partir de um calo, que apresenta células em diferentes estadios de
determinacdo, as quais podem adquirir novas competéncias, mediadas por
mensageiros quimicos especificos. Independente do padrédo direto ou indireto, as
células-méaes embriogénicas apresentam um conjunto de caracteristicas comuns ao
comportamento de células embrionarias em divisdo ativa. Essas caracteristicas
incluem um tamanho reduzido ou variando entre 100-200 pm, contetdo
citoplasmatico denso, nucleos grandes com nucleblos proeminentes, vacuolos
pequenos e presenca de grdos de amido. As propriedades histoquimicas dessas
células indicam intensa atividade metabdlica e de sintese de RNA (VASIL, 1982;
GUERRA et al., 1999; MATHEW e PHILIP, 2003).

O padrao de desenvolvimento do embrido somatico em Liliopsida (Figura 2) &
diferente do que ocorre em Magnoliopsida (dicotileddneas). Inicialmente, ambos sdo
caracterizados pela diferenciacdo de uma estrutura bipolar, constituida de apice
caulinar e radicular; poréem, enquanto as dicotiledoneas passam pelos estadios

embrionarios conhecidos como globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, as
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monocotiledéneas exibem um estadio globular, e posteriormente, desenvolvem

estruturas semelhantes ao escutelo e coledptilo (BRANDAO, 2007).

@ @ I @ Q—Suspenmr do broto ou

0,1 mm hipoplasto
Pro-embriio Embrifio globular

6~ 8 células
@ + Coledptilo

]:nl lhe Anice do broto

cuiel 2
0. 1 b
Escutelo

Cole.m)tllo
Escutelo

Escutelo

Coledntilo

Apice do Escutelo

broto

Apice do broto

o da raiz
pelo : Raiz

Estagio torpedo Estiagio avancado

Figura 2. Esquema dos estagios da embriogénese em Liliopsida.
Adaptado de BRANDAO (2007).

Em Liliopsidas, o estabelecimento da competéncia das culturas de células foi
dificil. No final dos anos 70 e 80 muitos trabalhos relataram um forte efeito do
gendtipo na capacidade de regeneracdo da cultura (SMITH, 2000). Por um longo
periodo, as Liliopsidas foram consideradas recalcitrantes para as manipulacées in
vitro; porém, a utilizacdo de tecidos meristematicos e embriogénicos para iniciar o
cultivo, permitiu o desenvolvimento dessas manipulagbes em gramineas e cereais.
Explantes como embrides e folhas imaturas e inflorescéncias jovens tém sido
utilizados para iniciar culturas embriogénicas capazes de regenerar plantas de milho
(GREEN e PHILLIPS, 1975; SONGSTAD et al., 1992; FERNANDES et al., 2008),
trigo (OZIAS-AKINS e VASII, 1982; MAHALAKSHMI et al., 2003), aveia (RINES e
MCCOY, 1981; GRANDO et al, 1993), sorgo (GAMBORG ET AL. 1977;
GIRIJASHANKAR et al., 2007) e capim elefante (WANG e VASIL, 1982; CAMPOS et
al., 2009). Em cana-de-acucar, a regeneracdo de plantas a partir da embriogénese
somatica iniciou-se com os estudos de Ho e Vasil (1983) e vem sendo descrita com

diferentes explantes e para um grande numero de variedades (MANICKAVASAGAM
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e GANAPATHI, 1998; GILL et al.,, 2004; LAKSHMANAN, 2006; ALI et al., 2007;
HEERDT, 2008). No entanto, a resposta morfogenética dos tecidos esta sob
influéncia hormonal e € gendtipo-dependente (TAYLOR, 1994), tornando necessario
seu estudo em diferentes variedades. O entendimento especifico de processos de
inducdo, multiplicacdo e maturagdo dos embribes somaticos pode levar ao
desenvolvimento de processos automatizados de embriogénese somaética,

diminuindo a mao-de-obra e barateando a sua utilizacao.

2.5. Estresse oxidativo: espécies reativas de oxigénio e enzimas antioxidativas

Uma das mais importantes funcdes das células das plantas é sua habilidade
em responder as flutuacbes ambientais. Entender as conexdes entre as respostas
iniciais das plantas aos variados tipos de estresse, que conferem a ela sucesso no
ajuste as condicfes de crescimento alteradas, € uma das grandes metas da biologia
de plantas (GRENE, 2002).

Processos metabdlicos tais como a respiracdo e a fotossintese, naturalmente
produzem como sub-produtos diferentes espécies reativas de oxigénio (ROS -
reactive oxygen species) nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos. Moléculas
de ROS, como o perdxido de hidrogénio (H20-), radical superoxido (O»+-) e radicais
hidroxila (HO*) s&o capazes de reagir com as demais classes de biomoléculas, como
proteinas, fosfolipideos e DNA, afetando a integridade e funcdo das células. No
entanto, em baixas concentracfes elas atuam como moléculas sinalizadoras nos
processos de crescimento e desenvolvimento celular (DEL RIO et al., 2006). ROS
também podem ser geradas por processos metabdlicos como autoxidacdo de
pequenas moléculas (hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas, ferrodoxinas
reduzidas) produzindo O,*—-. Além disso, fatores ambientais, como irradiacéo,
poluicho ambiental e produtos toxicos sdo potenciais geradores de ROS
(HENRIQUES et al., 2001).

As propriedades citotoxicas das ROS, levaram ao desenvolvimento de
complexos mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos de neutralizagcdo dessas
espécies (MBLLER et al., 2007; APEL e HIRT, 2004). No entanto, o equilibrio entre
a producao e a neutralizacdo pode ser alterado, aumentando significativamente os
niveis intracelulares dessas moléculas quimicamente ativas, ocasionando o
chamado “estresse oxidativo” (APEL e HIRT, 2004).
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O papel das ROS durante o crescimento e morfogénese vem sendo
investigado, 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 expressao génica,
metabolismo celular e totipoténcia, importantes para a competéncia embriogénica
em células somaticas, portanto, acredita-se que um certo nivel de estresse oxidativo
€ requerido para promover a formacédo de células embriogénicas e desencadear
uma rota morfogénica especifica (BLAZQUEZ et al., 2009).

Incluida na resposta ao estresse oxidativo celular estd a regulacdo da
expressdo de genes que codificam enzimas antioxidantes, as quais reduzem os
danos potenciais causados pelas ROS (CYRNE et al., 2003). Essas enzimas séo
bastante sensiveis as condicfes de estresse abiotico, servindo como sinalizadores
do estresse. Destacam-se entre elas a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO).

A superoxido dismutase é a primeira enzima que age no sistema antioxidante
celular, catalisando a formacdo de per6xido de hidrogénio a partir de radicais
superoxidos (OLMOS et al., 2003). Por ser uma metaloenzima, apresenta isoformas
gue variam conforme o metal utilizado pela enzima. Assim, tem-se a Mn-SOD, Fe-
SOD e Cu/Zn-SOD, localizadas em diferentes compartimentos celulares.

A catalase tem funcdo de converter o peréxido de hidrogénio em agua e
oxigénio estavel. E a Gnica entre as enzimas degradantes de H,O, que ndo consome
equivalentes redutores da célula e que possui mecanismo muito eficiente para a
remocao do peroxido de hidrogénio formado sob condi¢cdes de estresse (MALLICK e
MOHN, 2000).

As peroxidases convertem o H,O, em agua, além de estarem envolvidas em
ligacbes de polissacarideos e lignificacdo da parede celular e na diminuicdo do
processo peroxidativo dos lipidios de membrana (PASTERNAK et al., 2002; LIBIK et
al., 2005).

As polifenoloxidases catalisam a hidroxilagdo e a degradacéo oxidativa de
compostos fendlicos (CAMPOS et al., 2004), os quais, além do papel estrutural na
parede celular, exercem uma fungao protetora contra a agdo das ROS (ALI et al.,
2006). A oxidacdo fendlica é uma resposta caracteristica a ferimentos no tecido

vegetal (BOREM e VIEIRA, 2005) e muito comum no cultivo in vitro. O teor de fendis
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e a medida da atividade das enzimas responsaveis pela oxidagédo fendlica podem

contribuir como indicadores de estresse.

2.6. Atividade do peroxido de hidrogénio e enzimas antioxidativas durante a

embriogénese somética

A embriogénese somatica, como técnica para propagacdo clonal, tem sido
tema de diferentes estudos, em especial, com abordagens morfolégicas e cito-
histologicas (FLOH et al.,, 2008). No entanto, deve-se destacar que as limitacfes
impostas pela falta de estudos basicos sobre a ontogénese dos embrides zigéticos e
somaticos, nos seus aspectos fisiolégicos e bioquimicos, complementados com a
caracterizagdo molecular, torna frequentemente, os protocolos de cultivo in vitro
bastante empiricos e pouco eficientes.

Como outros processos do desenvolvimento vegetal, a embriogénese somética
compreende diversas fases fisiolégicas com diferentes requerimentos (KEVERS et
al., 2002). As fases iniciais dessa via morfogénica sdo caracterizadas pela indugéo
de muitos genes relacionados ao estresse, 0 que leva a hipétese de que a
embriogénese somatica € uma resposta extrema ao estresse de células de plantas
cultivadas in vitro (PASTERNACK et al., 2002). De fato, a competéncia embriogénica
de células sométicas pode ser estimulada por varios fatores reconhecidos como
agentes estressantes, tais como: alta pressao osmotica (CHOI et al., 1998; AKULA
et al., 2000; IKEDA-IWAI et al., 2003), metais pesados ou variagdes no pH do meio
(PASTERNAK et al., 2002), deficiéncia nutricional e/ou hidrica (LEE et al., 2001;
KUMRIA et al., 2003), entre outros.

De uma maneira geral, os agentes indutores de estresse podem provocar uma
reacdo em células somaticas que se manifesta pela desdiferenciacdo e
rediferenciacdo em embrides somaticos. Sob condi¢cbes extremas, as células tém
gue mudar sua rota: ou elas morrem (apoptose), ou se diferenciam e dividem
(FEHER et al., 2003). Essa plasticidade ocorre tanto em células meristematicas
como em células diferenciadas, as quais retém a habilidade de expressar genes ou
podem readquirir este potencial pela desdiferenciagcdo e, entdo, manter-se
potencialmente competentes (JOYCE et al., 2003). O fracasso em compensar um

estresse severo pode resultar em variacdo somaclonal ou mutacdo (CASSELLS et
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al., 1999; CASSELLS e CURY, 2001), perda total da totipoténcia organogénica
(GASPAR et al., 1998) e morte da planta ou da célula (BRAY et al., 2000).

As células vegetais possuem sistemas bem desenvolvidos para regular o nivel
de ROS, e as concentracdes dessas moléculas quimicamente ativas podem sofrer
alteracdes, entre outros motivos, pela acao de varias enzimas antioxidantes, que sao
bastante sensiveis as condicfes de estresse abiodtico servindo como sinalizadores
do estresse (MITTLER, 2002).

Mais recentemente, alguns experimentos tém sido realizados com o objetivo de
esclarecer o papel do estresse oxidativo na morfogénese vegetal (TANG e
NEWTON, 2005; MERATAN et al., 2009; KONIECZNY et al., 2008; BLAZQUEZ et
al., 2009). O estudo das respostas antioxidantes durante os eventos morfogénicos
da embriogénese somatica tem sido feito principalmente com amostras de calos nos
estadios criticos de inducdo e desenvolvimento da embriogénese somética e de
converséo dos embrides em plantas.

Alguns autores correlacionam as mudancas na atividade de enzimas
antioxidativas com a resposta embriogénica dos tecidos somaticos, sugerindo que o
aumento da atividade dessas enzimas estaria relacionado ao estresse oxidativo e
que esse estresse contribuiria para acelerar o processo de embriogénese somatica
(LIBIK et al., 2005; GANESAN e JAYABALAN, 2004; CUI et al, 1999;
KONIECZNY et al., 2008). Dentre a maquinaria antioxidativa, destacam-se as
enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD). O
produto da atividade da SOD ¢é o peréxido de hidrogénio (H.02), o qual é téxico em
niveis elevados e precisa ser reduzido a H,O em reacdes subsequentes. Nas
plantas, os niveis intracelulares de H,O, séo regulados, principalmente, pela CAT e
POD. Assim, estas enzimas podem ser consideradas como possiveis “marcadores
da morfogénese” (KONIECZNY, 2008).

Libik et al. (2005) relataram a presenca de isoformas da superéxido dismutase
e catalase através da eletroforese em calos embriogénicos e embrides somaticos de
Mesembryanthemum crystallinum. Ganesan e Jayabalan (2004) detectaram um
aumento na atividade da superoxido dismutase e peroxidase nos calos de
Gossypium hirsutum L., os quais produziram maior quantidade de embribes
somaticos.

Cui et al. (1999) mostraram a mudanca na atividade das enzimas antioxidantes

e o efeito do H,0O, exdgeno na frequéncia da embriogénese somatica em Lycium
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barbarum L. Seus resultados apontaram que a atividade da superoxido dismutase
aumentou gradualmente nos primeiros dias de cultivo, diminuindo com as divisdes
adicionais e 0 desenvolvimento de embrides multicelulares; enquanto que a
atividade da peroxidase e catalase foi alta em calos e decaiu rapidamente nos
primeiros dias da diferenciacdo, sugerindo que um aumento intracelular de H,0O, foi
determinante na formacédo de células embriogénicas. A embriogénese somatica em
Lycium barbarum L. também foi estimulada pela adicdo de até 200 mM de H,0, ao
meio de diferenciacdo, enquanto que a concentracdo de 300 mM foi inibitoria por
promover o aumento dos niveis enddgenos a patamares téxicos. Os autores
sugerem que o H,O, endb6geno atua como um mensageiro celular capaz de induzir a
expressao de genes e a sintese protéica, promovendo a embriogénese somatica. O
H.O, age numa rota dupla nas plantas: em baixas concentracfes, atua como um
mensageiro molecular envolvido na sinalizagao adaptativa, disparando a tolerancia a
varios estresses abibticos e, em altas concentracbes, promove a morte celular
programada (KARPINSKI, et al., 1999; DAT, et al.,, 2000). O H,0O, € um possivel
intermediario entre o estresse oxidativo e a regeneracdo de plantas na cultura de
tecidos.

Konieczny et al. (2008), avaliaram a atividade antioxidante e o nivel de H,0;
durante a embriogénese somética direta de Helianthus annuus L. A atividade da
superoéxido dismutase foi obtida por analise eletroforética, mostrando a presenca das
isoformas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD. A atividade da peroxidase e catalase e conteudo
de H,0O, foi semelhante ao relatado por Cui et al. (1999) e por Grupta e Datta (2004)
com cultura de Gladioulus hybridus, onde a producdo de embrides somaticos foi
precedida por declinio na atividade da catalase e da peroxidase, com um aumento
no contetdo endogeno de H,0,. A esséncia da diferenciacdo e desenvolvimento de
células é a expressado diferencial de genes, portanto, o metabolismo de ROS
representa um papel decisivo na diferenciacdo e desenvolvimento celular. Assim,
podemos supor que o0 H»O, produzido devido ao desbalangco oxidativo, deve
promover a expressao de alguns genes responsaveis pela inducdo dos processos
morfogénicos.

No estudo dos componentes do sistema enzimatico antioxidante durante a
embriogénese somatica em Crocus sativus L., foi detectado um aumento
significativo da SOD durante a formagcdo de calos embriogénicos, seguido por

progressivo decréscimo durante os estadios de desenvolvimento dos embribes
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somaticos. Também foram detectadas as isoformas Mn-SOD e Cu/Zn-SOD, com
predominancia desta ultima, a qual apresenta aumento drastico quando células
vegetais se encontram sob estresse. Quanto a CAT, verificou-se uma menor
atividade durante os estadios iniciais da embriogénese, com posterior aumento
dessa atividade a medida que os embribes somaticos foram se desenvolvendo
(BLAZQUEZ et al., 2009). No metabolismo, os padrdes de isoenzimas sao distintos
em células embriogénicas e ndo-embriogénicas, implicando num papel fundamental
para o estado de oxidacdo na diferenciacdo do tecido (THOMPSON e THORPE,
1991).

Outros tipos de estresses ja foram relatados como indutores de embriogénese
somatica em diversas espécies de plantas. Este fato indica que o tratamento
estressante induz uma reacdo comum, onde haveria a inducdo da expressédo de
fatores que controlam o inicio da embriogénese somatica. Ikeda-lwai et al. (2003)
obtiveram embrifes somaticos de Arabidopsis thaliana a partir de um tratamento
com estresse osmotico, que consistia na inoculacdo do meristema apical durante 6 a
9h em meio com 0,7 M de manitol. A inducdo de embriogénese somatica também ja
foi obtida a partir de estresse com macronutrientes em Panax ginseng (CHOI et al.,
1998).

A relacéo entre diferentes condi¢cdes de estresse e a embriogénese somatica
ainda ndo esta bem entendida, no entanto, as informacdes apresentadas sugerem
uma forte conexdo entre estes fatores, sendo a embriogénese somatica uma rota
seguida em resposta ao estresse (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Lichtenthaler
(1998) propbs que a resposta fisioldgica a condicBes de estresse é dependente de
dois fatores, o estadio fisiologico das células do explante e o nivel (tempo e
intensidade) da condicdo de estresse. Quando o nivel de estresse excede a
tolerancia celular, leva a morte das células, mas se o nivel de estresse é inferior a
tolerancia, as células podem induzir mecanismos de adaptacao.

Dentre oas principais limitacdes na maturacédo e conversdo dos embrides esta
0 restrito conhecimento das mudancas bioquimicas que ocorrem durante o
desenvolvimento e maturacdo do embrido zigotico. Assim, a determinagdo dos
padrées bioquimicos durante o desenvolvimento embrionario pode fornecer
subsidios para a otimizacdo dos sistemas de propagacdo in vitro baseados na
embriogénese somatica (PULLMAN et al., 2003).
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Desse modo, é requerido um detalhado conhecimento dos fatores que
interferem na diferenciacdo, a qual pode ser afetada por manipula¢cées do ambiente
de cultivo e pelo estado fisiologico do explante, ndo sendo um fenémeno simples. O
sucesso da regeneracao de plantas na cultura de tecidos requer o entendimento de
como essas manipula¢cdes modificam fisiologicamente e bioquimicamente as células

do explante em cada estadio de seu desenvolvimento.
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Somatic embryogenesis in the variety RB 872552 of sugarcane and its correlation with
oxidative stress

Abstract: This work had as objective to induce somatic embryogenesis by morphogenetic
pathways direct and indirect in variety RB 872552 of sugarcane and correlate it with oxidative
stress. Two experiments were conducted using as explants basal segments of young leaves
unexpanded; the first consisted of induction through via direct, through the use of four
methodologies with different supplementations of the culture medium and incubation
conditions, the second through via indirect consisted of eight treatments that differed in the
combination of concentrations of 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) and Fe-EDTA, for
callus induction. In the conversion of somatic embryos into plants was used MS medium with
removal of phytoregulators in both pathways. Were also performed histological analysis and
activity of antioxidant enzymes in embryogenic and non embryogenic tissues treatment of
ESD. The formation of somatic embryos via direct was obtained with the combination of
regulators 2,4-D and BAP (6-benzylaminopurine) and incubated under a photoperiod of 16
hours, with formation of embryos up to 81% of the explants; by indirect, we obtained
embryos by the addition of 8 mg.L™* 2,4-D to the culture medium. As regards antioxidant
enzymes, there was increased activity of peroxidase in embryogenic tissues, while the
polyphenoloxidase and catalase appeared to a lesser extent in these tissues when compared to
non embryogenic and could be inferred that oxidative stress plays an important role in the
induction of somatic embryogenesis in sugarcane.

Keywords: Saccharum officinarum L., somatic embryos, calogenesis, antioxidative enzymes,
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D).

Embriogénese somatica na variedade RB 872552 de cana-de-agucar e sua correlacdo com
estresse oxidativo

Resumo: Este trabalho teve como objetivo induzir da embriogénese somaética pelas vias
morfogénicas direta e indireta na variedade RB 872552 de cana-de-acUcar e correlaciona-la
com o estresse oxidativo. Foram realizados dois experimentos que utilizaram como explantes
segmentos basais de folhas jovens ndo expandidas; o primeiro consistiu da inducdo pela via
direta, através da utilizacdo de quatro metodologias com diferentes suplementacfes do meio
de cultura e condi¢des de incubacdo; o segundo, pela via indireta, constou de oito tratamentos
que diferiram quanto a combinacdo das concentragdes de 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) e Fe-EDTA, para a inducdo de calos. Na conversdo dos embrides
somaticos em plantas foi utilizado o0 meio MS com supresséo dos fitoreguladores, em ambas
as vias. Também foram realizadas analises histoldgicas e da atividade de enzimas
antioxidantes em tecidos embriogénicos e ndo embriogénicos dos tratamentos de ESD. A
formacdo de embriBes somaticos pela via direta foi obtida com a combinagdo entre os
reguladores 2,4-D e BAP (6-benzilaminopurina) e incubacdo sob fotoperiodo de 16 horas,
com formacdo de embrides em até 81% dos explantes inoculados; pela via indireta,
obtiveram-se embrides pela adicdo de 8 mg.L™ de 2,4-D ao meio de cultura. Quanto as
enzimas antioxidativas, foi verificada maior atividade da peroxidase em tecidos
embriogénicos, enquanto que a polifenoloxidase e catalase apareceram em menor quantidade
nesses tecidos quando comparadas aos nao embriogénicos, podendo-se inferir que o estresse
oxidativo exerce papel relevante na inducéo da embriogénese somatica em cana-de-acucar.
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Palavras-chave: Saccharum officinarum L., embriGes somaticos, calogénese, enzimas
antioxidativas, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-aclcar (Saccharum officinarum L.) abrange regides tropicais e
subtropicais de mais de 80 paises, e 0 Brasil € 0 maior produtor. Pela posi¢do de destaque que
ocupa na economia mundial, a cultura da cana-de-agUcar esta freqiientemente inserida em
programas de melhoramento genético e a propagacao in vitro dessa espécie tem facilitado a
rapida multiplicacdo das novas variedades e garantido a producdo de mudas livres de pragas e
doencas (Geijskes et al., 2001).

A embriogénese somaética (ES), sistema morfogénico no qual células somaéticas
originam embrides sem a fuséo de gametas, destaca-se entre os sistemas de micropropagagédo
por permitir a geracdo de um grande nimero de propagulos e a regeneracdo de plantas
transformadas. Nas fases iniciais da ES s&o induzidos diversos genes relacionados ao estresse,
0 que leva a hipdtese de que essa via € uma resposta extrema de células cultivadas in vitro.
Alguns autores tém correlacionado as mudancas da atividade de enzimas antioxidativas com a
resposta embriogénica de tecidos somaticos, sugerindo que o aumento da atividade dessas
enzimas esta relacionado ao estresse oxidativo e que esse estresse contribui para acelerar o
processo embriogénico (Gaj, 2004; Pasternack et al., 2002; Nieves et al., 2003; Blazquez et
al., 2009). A acgéo das auxinas associada com a resposta a indutores de estresse pode ser um
evento chave na reprogramacdo metabodlica e fisioldgica, que resulta na competéncia
embriogénica de células somaticas (Fehér et al., 2003). A compreensdo dos mecanismos
envolvidos na inducdo e expressdo da ES em diferentes espécies aumentard o nimero de

gendtipos passiveis de regeneracdo por essa via (Jiménez, 2001).
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Esta pesquisa objetivou induzir a ES direta e indireta na variedade RB 872552 de
cana-de-acgucar e avaliar possiveis correlacdes entre a eficiéncia embriogénica e a resposta ao

estresse oxidativo, mediada pela atividade de enzimas do sistema antioxidativo.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e constou de dois experimentos, em que foi
induzida a embriogénese somatica pelas vias morfogénicas direta e indireta, a partir de
segmentos basais de folhas jovens ndo expandidas provenientes de plantas da variedade RB
872552 de cana-de-acuUcar cultivadas em sistema de imersdo temporaria (SIT). Antes da
aplicacdo dos tratamentos de inducdo de embriogénese, os explantes foram mergulhados em

solucéo de 4cido ascérbico a 0,5 g.L™ para evitar o ressecamento e prevenir a oxidagao.

Experimento 1: Inducdo de embriogénese somatica direta (ESD)

Foram estabelecidos quatro tratamentos, empregando diferentes metodologias para
inducdo de ESD descritas para cana-de-aglcar por Snyman et al. (2006), Desai et al. (2004),
Geetha & Padmanabhan (2001) e Ali et al. (2007). Os tratamentos serdo doravante
designados, respectivamente TS, TD, TG e TA (Tabela 1). Todas essas metodologias utilizam
o0 meio de cultura basico MS (Murashige & Skoog, 1962), solidificado com 6,0 g.L™ de &gar e

com o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C, por 20 minutos.
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Tabela 1- Descricao dos tratamentos de inducdo de embriogénese somatica direta em cana-de-agUcar de acordo
com metodologias descritas por Snyman et al. (2006), Desai et al. (2004), Geetha & Padmanabhan (2001) e Ali
et al. (2007)

TRATAMENTOS DE INDUGAO

TS TD TG TA
Snyman et al., Desai et al., Geetha & Alietal.,
REGULADORES E ADITIVOS y(2006) (2004) Padmanabhan (2007)
(2001)
mg.L?!
Ac. 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 0,6 - 3,0 3,0
Ac. Naftalenoacético (ANA) -- 0,5 -- --
Cinetina (Kin) -- 2,5 -- --
6-benzilamino purina (BAP) -- -- 0,5 0,25
Caseina 500 - - -
L-glutamina (GIn) -- 100 -- --
Sacarose 3,0 (%) 4,0 (%) 2,0 (%) 3,0 (%)
CONDICAO DE INCUBACAO Escuro Escuro Fotoperiodo 16 Fotoperiodo 16
horas horas

Todos os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento a temperatura de 27 +
2°C. Quarenta dias ap6s incubacdo nos meios de inducdo de ESD, com o auxilio de
estereomicroscopio, a massa de embribes somaticos formada foi separada do explante e
transferida para tubos de ensaio contendo meio de conversdao dos embriGes em plantas. O
meio de conversdo consistiu de sais e vitaminas de MS com a supressdo dos reguladores de
crescimento. As massas de embrides somaticos foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas
de luz e intensidade luminosa de 47 umol.m™s™, durante sessenta dias. Plantas com mais de 2
cm de comprimento, formadas a partir dos embrides somaticos, foram individualizadas e
mantidas em meio MS para crescimento e enraizamento.

Por ocasido do subcultivo do material embriogénico para meio de conversao, amostras
de explantes que formaram ou ndo formaram embrides (aspecto embriogénico - EE - e néo
embriogénico - NE, respectivamente) foram retiradas para realizacdo de analises histoldgicas
e da atividade de enzimas do sistema antioxidativo (peroxidase, catalase e polifenoloxidase).

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,

com quatro tratamentos e 10 repeti¢Oes por tratamento. Cada repeti¢éo foi constituida por seis
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tubos de ensaio com um explante por tubo, totalizando 60 explantes por tratamento. Avaliou-
se a ocorréncia de contaminacéo e de oxidacao e o indice de formacgédo de embrides somaticos
(IFE= n° de explantes que formaram embrides/n°® de explantes inoculados). A eficiéncia da
ESD (Eemp) de cada tratamento foi estimada considerando o nimero de plantas regeneradas a
partir dos explantes que formaram embrides e foram transferidos para meio de regeneracao.
Foi feita analise de variancia (ANOVA) e as meédias dos tratamentos foram
comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT

(Silva & Azevedo, 2002). Os valores do IFE foram transformados com \x+0,5.

¢ Atividade enzimética em tecidos embriogénicos (EE) e ndo embriogénicos (NE):

As anélises de atividade das enzimas antioxidativas, peroxidase (POD), catalase
(CAT) e polifenoloxidase (PPO), foram realizadas em amostras de explantes com aspecto
embriogénico (EE), que formaram embriGes, e com aspecto ndo embriogénico (NE), que nao
formaram embrides somaticos. As amostras de explantes foram coletadas apds quarenta dias
de permanéncia nos meios de inducdo de embriogénese, congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer (-20 °C). Nos tratamentos TS e TD ocorreram contaminagoes
microbianas e intensa oxidacdo dos explantes que impediram a realizacdo das analises
enzimaticas. A determinacdo da atividade enzimatica foi feita com trés repeticdes, utilizando
0,1 g de tecido vegetal que foi homogeneizado a frio em tampéo fosfato e polivinilpirrolidona,
centrifugado a 10.000g e a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para o preparo do extrato. A
leitura foi feita em espectrofotdmetro, seguindo as metodologias de Fatibello-Filho & Vieira
(2002) para a determinacdo da peroxidase (POD), de Kar & Mishra (1976) para a
polifenoloxidase (PPO) e de Berrs & Sizer (1952) para a catalase (CAT).

A ANOVA dos dados das analises enzimaticas foi realizada considerando um fatorial

2x2, constituido pelos tratamentos indutores de embriogénese somatica (TG e TA) e o aspecto
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morfogénico dos explantes (EE e NE). A comparacdo de medias entre os tratamentos foi feita
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT (Silva &

Azevedo, 2002).

¢ Anélise histoldgica por microscopia Optica:

Para a obtencdo de cortes anatdmicos, amostras de explantes contendo embrides
somaticos foram fixadas em FAAs, (formaldeido: acido acético glacial: etanol 50%, na
propor¢do de 1:1:8); desidratadas em série etandlica ascendente e infiltradas em parafina, de
acordo com Johansen (1940).

O material emblocado foi seccionado em micréotomo rotativo, com 5 pm de espessura.
Para o preparo das laminas, os cortes foram submetidos ao processo de coloragdo com
safrablau (azul de astra e safranina) e Sudan Il (Kraus & Arduin, 1997); as imagens foram
obtidas em fotomicroscopio Olympus CH30 e capturadas com a utilizagdo do programa VD

480 optimedical.

Experimento 2: Inducdo de embriogénese somatica indireta (ESI)

Para inducdo desta via morfogénica foram utilizadas combinagdes entre diferentes
concentracdes de 2,4-D (0, 2, 4 e 8 mg.L™) e ferro (10 ou 100 mL.L™) acrescidas ao meio MS
basico, que constituiram oito tratamentos: T1 = DOF10 (corresponde ao meio MS baésico); T2
= DOF100; T3 = D2F10; T4 = D2 F100; TS5 = D4F10; T6 = D4F100; T7 = D8F10; T8 =
D8F100. Acrescentou-se ao meio MS 30 g.L ™ de sacarose e 6 g.L™* de agar. O pH foi ajustado
a 5,8 e a esterilizacdo foi feita como descrito no experimento anterior. Os cultivos foram
mantidos no escuro sob temperatura de 27 + 2°C, durante quatro semanas. Apos este periodo,
0s explantes que formaram calos foram subcultivados para 0 mesmo meio e incubados sob

fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 47 umol.m?s™. Ao término de mais
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quatro semanas os calos foram transferidos para meio MS basico, sem adi¢do de reguladores
de crescimento, para a conversdo de embrides somaticos.

O experimento obedeceu a um fatorial 4x2 em delineamento experimental
inteiramente casualizado com 20 repeti¢Oes por tratamento. Cada repeticdo era constituida por
1 frasco com 5 explantes, totalizando 100 explantes por tratamento. Realizaram-se avaliacfes
guanto a oxidacdo, textura e coloracdo dos calos, alem do célculo do indice de formacéo de
calos (IFC= n° de explantes que formaram calos/n° de explantes inoculados). Os dados do IFC
foram transformados por Vx-+0,5 para analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT (Silva & Azevedo,

2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Inducdo de embriogénese somatica direta (ESD)

A partir do 3° dia de cultivo, todos os explantes inoculados apresentaram oxidacao,
principalmente nas extremidades. Esse processo ocorre a partir da liberacdo de compostos
fenolicos por células danificadas pelo corte, levando a formacdo de quinonas que se difundem
no meio de cultura escurecendo-o. As quinonas além de serem toxicas, podem afetar o
desenvolvimento dos tecidos (Grattapaglia & Machado, 1998). Nos tratamentos TG e TA,
entretanto, a ocorréncia de oxidacdo ndo se constituiu como fator limitante para a formacéo e
o desenvolvimento de embrifes somaticos. A formacdo dos mesmos se deu a partir do tecido
foliar mais interno que se projetou para o exterior da extremidade basal dos explantes. Oito
dias apds a inoculagdo dos explantes in vitro observou-se o inicio de nodulagdes na

extremidade do tecido que evoluiram para pré-embrides (Figura 1).
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Figura 1- Embrigénese somatica direta na variedade RB
872552 de cana-de-acUcar. Embrides formados a partir de
segmentos basais de folhas jovens ndo expandidas aos 40 dias
de cultivo: (A) tratamento TG segundo metodologia de Geetha
& Padmanabhan (2001); (B) tratamento TA segundo
metodologia de Ali et al., (2007).

Apbs 40 dias de inducdo de ESD, a formacdo de embrides foi maior nos explantes
incubados no tratamento TA do que no TG, com IFE de 0,416 e 0,816, que representam mais
de 41% e de 81% de explantes com embrides, respectivamente (Tabela 2). Nao houve
formacdo de embrides nos tratamentos TS e TD, nesses tratamentos registrou-se o surgimento
de bactérias endofiticas. Ao contrario dos tratamentos TG e TA, nos quais ndo ocorreu
crescimento microbiano, a incubacdo dos explantes dos tratamentos TS e TD foi feita em
auséncia de luz. As condicdes fisicas da sala de incubacdo, tais como luminosidade e
temperatura podem afetar os microrganismos endofiticos e Ihes favorecer o desenvolvimento.
Provavelmente, a incubacdo dos explantes de cana-de-aclicar no escuro proporcionou um
ambiente favoravel ao desenvolvimento de microrganismos. Mantell (1998) constatou uma
ampla gama de microrganismos presentes na superficie de tecidos de espécies de inhame
(Dioscorea sp.) cultivadas in vitro e observou que o crescimento bacteriano s6 se tornou
aparente quando as culturas foram mantidas no escuro e estiveram sujeitas a temperaturas
flutuantes. Ademais, condi¢cbes de luminosidade influenciam diretamente a resposta

embriogénica dos cultivos (Geetha & Padmanabhan, 2001; Ali et al., 2007).



49

Tabela 2- indice de formacdo de embries somaticos (IFE) em segmentos basais de folhas jovens ndo
expandidas da variedade RB 872552 de cana-de-agucar, apos 40 dias de incubacdo em distintos meios indugao
de embriogénese somatica direta (ESD).

Tratamentos de inducéo de ESD IFE IFE
(Dados néo transformados) (Dados transformados \x+0,5)
TS- Snyman et al., (2006) 0 Oc
TD- Desai et al., (2004) 0 Oc
TG- Geetha et al., (2001) 0,416 0,947 b
TA- Ali et al., (2007) 0,816 1,139 a

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade (CV =
10,44%)

Nos tratamentos TG e TA confirma-se a eficiéncia do 2,4-D na inducdo de
embriogénese somatica, mas destaca-se que, em comparacdo com o TS, além da concentracéo
5 vezes maior, a atuacdo dessa auxina foi influenciada pela presenca da citocinina (6-
benzilaminopurina — BAP). Observou-se também que, quando dobrou a proporcéo
auxina/citocinina, no tratamento TA, a resposta embriogénica foi maior do que no TG,
conforme constatado pelo IFE. De acordo com KrishnaRaj & Vasil (1995), uma alta
concentracdo de auxina exdgena é necessaria para manter a natureza embriogénica da maioria
das monocotiledéneas. Os resultados descritos neste trabalho para a variedade RB872552 de
cana-de-acucar confirmam aqueles apresentados por Ali et al. (2007) na inducdo de ESD nas
variedades CP-77.400 e BL-4, no Paquistdo, incubando, em meio MS acrescido de 0,25 mg.L"
! de BAP e 3 mg.L* de 2,4-D, em segmentos de folhas jovens ndo expandidas. Um dos
possiveis alvos de acdo de auxina é a inducdo da expressao do gene cdc2 que codifica a
quinase, proteina chave reguladora do ciclo celular. A auxina sozinha pode resultar no
acumulo dessa proteina em grandes quantidades, mas para a ativacdo da quinase, a presenca
de citocinina é necessaria (Pasternak et al., 2000). Almeida & Almeida (2006) também
observaram a formacéo de embrides somaticos em pupunha pela via direta, atraves do balanco
auxina/citocinina.

Além da combinacéo de fitoreguladores, a concentracdo de sacarose € outro fator que
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pode ter influenciado no sucesso obtido com o emprego da metodologia proposta por Ali et al
(2007), o tratamento TA. A sacarose é a fonte de carboidratos mais utilizada na embriogénese
somatica. Em geral, a obtencdo de embriGes em mono e dicotiledoneas se da pela adicdo de
3% desse dissacarideo ao volume do meio de cultura. Varia¢des na concentracdo desse acucar
afetam as condi¢bes osmdticas e o metabolismo da planta in vitro, influenciando nos
processos de iniciacdo e de diferenciacdo dos embrides (Pereira et al., 2003; Matsumoto et al.,
2004; Mengarda et al., 2009). Também ja foi relatado que a concentracdo de sacarose pode
influenciar diretamente a absorcdo de BAP (Charriere & Hahne, 1998). Isso poderia explicar a
maior competéncia embriogénica expressa pelos explantes do tratamento TA, incubados em
meio MS com menor concentracdo de BAP (0,25 mg.L™) e maior teor de sacarose (3% p/v),
em comparagdo com aqueles explantes submetidos ao TG, com 0,5 mg.L™* de BAP e 2% de
sacarose no meio de cultura.

Quinze dias apos a transferéncia dos embriGes para meio MS sem reguladores de
crescimento surgiram regides clorofiladas e teve inicio a formacdo de primdrdios foliares
(Figura 2A e 2B), antecedida por oxidacdo do tecido. Aos 60 dias em meio de diferenciacao,
plantas completas foram regeneradas (Figura 2C) e formaram perfilhos. Alguns embribes
oxidaram e morreram enguanto outros apenas tornaram-se clorofilados, mas ndo se
diferenciaram. De 25 explantes cultivados no tratamento TG que formaram embrides, 19
foram transferidos para o meio de conversdo e foram regeneradas 47 plantas. No tratamento
TA, dos 49 explantes que apresentaram competéncia embriogénica, 41 foram subcultivados
em meio de conversdo e foram regeneradas 254 plantas. A eficiéncia embriogénica (Eemp) foi
de 2,47 para o tratamento TG e de 6,19 para o TA, comprovando a maior eficicia da
metodologia descrita por Ali et al., (2007) com a qual obteve-se, aproximadamente, o triplo

de plantas em relacdo & metodologia de Geetha & Padmanabhan (2001).
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Entre as plantas regeneradas no tratamento TA, 1,57% apresentaram folhas variegadas
(Figura 2D). Essas plantas tornaram-se completamente aclorofiladas e formaram perfilhos
com as mesmas caracteristicas indicando, possivelmente, a ocorréncia de variagdo
somaclonal. Segundo Taiz & Zeiger (2004) esses setores brancos ou amarelos em folhas séo
produzidos por células contendo genes defeituosos para a sintese de clorofila que séo
provavelmente induzidos pela exposicdo a agentes quimicos, neste caso, a auxina 2,4-D. O
desenvolvimento de embriGes somaticos pela via direta (ESD) e/ou o uso de explantes jovens
em combinacdo com o reduzido tempo de cultivo normalmente limitam a ocorréncia de
variacdes somaclonais (Gaj, 2004), entretanto, variantes somaclonais podem ocorrer em
diversos tipos de cultivo in vitro, a despeito da via de regeneracdo das plantas (Duncan,
1997). Analises com marcadores moleculares poderiam confirmar a natureza genética ou

epigenética do fendmeno relatado.

Figura 2- Embriogénese somatica direta na variedade RB 872552 de cana-de-aglcar: (A) inicio da
diferenciacdo de embriGes em plantas ap6s 20 dias em meio de conversdo: eg = embrido somatico globular,
pf = primordio foliar, rz = raiz; (B) fase inicial de desenvolvimento de uma planta a partir de embrido
somatico apos 30 dias em meio de conversdo; (C) plantas regeneradas in vitro apos 60 dias de supressdo do
2,4-D e do BAP do meio MS; (D) planta regenerada apresentando variegacdo, possivelmente decorrente de
variacdo somaclonal.

Os resultados demonstram a viabilidade da utilizacdo da embriogénese somatica direta
na variedade RB 872552 de cana-de-acUcar, com a conversdo de embrides em plantas num

periodo de 90 a 100 dias apds a inoculacdo dos explantes in vitro.
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As plantas regeneradas a partir de embrides somaticos foram mantidas em meio MS,
perfilnaram e apos 30 dias apresentaram taxa de multiplicacdo de 1:1,68, sem necessidade de
inducdo de enraizamento. Uma melhor taxa de multiplicacdo pode ser obtida com a
transferéncia de grupos (clusters) de plantas para sistema de biorreator de imersdo temporaria
(BIT). Esse teste foi realizado e os dados sdo ainda preliminares. Observou-se que um
biorreator de imersdo temporaria (Figura 3) aberto ap6s 30 dias de cultivo com plantas
provenientes dos tratamentos de ESD, apresentou a formacdo de 84 plantas a partir de 32
plantas incubadas (taxa de multiplicacdo de aproximadamente 1:2,6). Destas 84 plantas, 12
(14%) tinham até 1,5cm (da base da planta até a ponta da folha de maior comprimento -
geralmente a segunda mais jovem), 32 plantas (38%) estavam com 2-4 cm e 40 plantas (48%)
com 5-10cm. O aspecto geral e 0 bom desenvolvimento (tamanho, coloracéo, enraizamento)
dessas mudas em BIT é muito positivo e sugere a possibilidade de ampliar e ajustar uma
metodologia de inducdo de ESD e multiplicacdo em BIT. A técnica também necessita ser

ajustada para outras variedades que apresentem interesse para a agroindudstria canavieira.

Figura 3- Plantas de cana-de-agUcar da variedade RB872552 apds 30 dias de cultivo em
biorreatores de imersdo temporaria (BIT). As plantas sdo provenientes de embrides
sométicos formados por via direta em meio MS com 3,0 mg.L™ de 2,4-D e 0,25 mg.L™ de
BAP e convertidos em meio MS sem reguladores de crescimento.
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¢ Atividade enzimatica em tecidos embriogénicos (EE) e ndo embriogénicos (NE):

A morfogénese vegetal é decorrente dos processos de divisdo e diferenciacdo celular
organizada, os quais dependem de sinais que desencadeiam processos especificos de sintese e,
como consequéncia, acarretam alteracdes bioquimicas e metabdlicas diversas. Algumas
alteragBes bioquimicas tém sido indicadas para discriminar tecidos embriogénicos e néo
embriogénicos (Nieves et al., 2003), além de também revelar diferencas entre as culturas
organogénicas e embriogénicas e as que possuem ou ndo potencial de regeneragédo
(Laukkanen et al., 1999; Bonfill et al., 2003; Lozovaya et al., 2000). Embora 0 mecanismo
molecular estimulatorio ndo esteja elucidado, varios fatores de estresse induzem uma reacdo
comum nas células somaticas que se manifesta por meio da desdiferenciacdo e
rediferenciacdo em embrides somaticos (Gaj, 2004). No cultivo in vitro o suprimento
incomum de reguladores de crescimento (alta disponibilidade de auxinas e/ou citocininas) e a
acumulacdo de substancias tdxicas (Kozai et al., 1997; Franck et al., 2001; Gaspar et al.,
2002) estdo entre os fatores indutores de estresse que podem levar a geracdo de espécies
reativas de oxigénio e ao desequilibrio na relacdo entre compostos antioxidantes e pré-
oxidantes (ROS). Segundo Mittler (2002), as células vegetais possuem sistemas bem
desenvolvidos para regular o nivel das ROS, e a concentracdo dessas moléculas quimicamente
ativas pode sofrer alteracdes pela acdo de enzimas antioxidantes, que sdo bastante sensiveis as
condicBes de estresse abiotico servindo como sinalizadores do estresse.

A atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidativo diferiu significativamente
entre os explantes com aspecto embriogénico (EE) e ndo embriogénico (NE) da variedade RB
872552 (Figura 4A e B).

A atividade da polifenoloxidase (PPO) foi bem menor no tecido embriogénico do que
no ndo embriogénico (Figura 4C), sugerindo maior presenca de compostos fendlicos nos

explantes que ndo formaram embrides. A PPO catalisa a hidroxilacdo e a degradacao
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oxidativa de compostos fendlicos (Campos et al., 2004) os quais, aléem do papel estrutural na
parede celular, exercem uma funcéo protetora contra a acdo das ROS (Ali et al., 2006). Lemos
(2006) observou que a atividade maxima da PPO estava relacionada com a presenca de
compostos fendlicos livres e, ao ocorrer uma lesdo no tecido vegetal, a PPO inicia a oxidacao
destes compostos. O aumento da atividade da PPO nas primeiras quatro semanas de cultivo in
vitro favorece a oxidacdo dos tecidos e a subsequente perda de capacidade morfogénica e
morte celular (Tang & Newton, 2004). Dessa forma, pode-se perceber que a elevada atividade
de PPO nos explantes ndo embriogénicos indica um elevado nivel de estresse oxidativo, o que
pode ter impedido a formacdo de embribes. Como discutido anteriormente, o estresse pode
provocar a desdiferenciacdo e rediferenciacdo de células sométicas com a formacdo de
embrides. A ocorréncia do estresse levaria as células a mudar sua rota morfogénica e se
diferenciar (Fehér et al., 2003), mas se a severidade do estresse supera a capacidade de

compensar 0s danos pode ocorrer perda total da totipoténcia (Bray et al., 2000).
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Figura 4- Determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes na variedade RB 872552 de cana-de-agUcar,
apos 40 dias de indugdo da ESD; (A) explante com aspecto embriogénico; (B) explante com aspecto ndo
embriogénico; (C) atividade da PPO em explantes embriogénicos (EE) e ndo embriogénicos (NE); (D)
atividade da POD em EE e NE; (E) atividade da CAT em EE e NE.

Quanto a atividade da peroxidase (POD), foi detectado um incremento em tecidos
embriogénicos (Figura 4D). El Hadrami & Baaziz (1995) também observaram que em tamara
(Phoenix dactylifera L.), a embriogénese somatica foi caracterizada por um aumento na
atividade da POD. A ativacdo da POD juntamente com a superdxido dismutase (SOD)
também foi detectada, por Ganesan & Jayabalan (2004), nos calos de Gossypium hirsutum L.
gue formaram maior quantidade de embrides somaticos. A POD esta relacionada com 0s
processos de crescimento e diferenciacdo celular, bem como com as mudancas
morfogenéticas em resposta a estresses fisico, quimico e bioldgico. O aumento da atividade

das peroxidases em plantas submetidas a condigdes estressantes pode ser fator determinante
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da capacidade de adaptacdo dessas plantas, podendo a atividade da POD ser identificada
como um marcador bioquimico de estresse (Piza et al., 2003). No estudo de possiveis
marcadores para a embriogénese somatica em Eurycoma longifolia, Hussein et al. (2006)
verificaram que a atividade especifica da POD foi geralmente maior nos calos embriogénicos
do que nos calos ndo embriogénicos. A capacidade de regeneracdo ¢ um fenbmeno complexo
que € regulado por vérios fatores, entre os quais a atividade de enzimas como a peroxidase e a
polifenoloxidase que podem ter efeitos indiretos sobre o processo de diferenciacdo celular
(Laukkanen et al., 1999). O catabolismo das auxinas é reconhecidamente catalizado pela
POD, de forma que um aumento na atividade dessa enzima corresponde a um menor teor de
auxinas (Ros Barcelo & Munoz, 1992). A supressdao ou diminuicdo da concentracdo dos
reguladores de crescimento, em especial as auxinas, € um passo preponderante na etapa de
conversdao morfogénica (Willadino et al., 1996; Kevers et al., 2002; Desai et al., 2006). Por
outro lado, os polifendis sao inibidores da acdo da POD no catabolismo auxinico (Lee et al.,
1980) e a atividade da PPO ¢é essencial para assegurar a acdo da POD na regulacdo do nivel
enddgeno das auxinas (Rajeswari & Paliwal, 2008) que interferem diretamente na
diferenciacéo celular, com a consequente conversdo de embriGes somaticos em plantas.

A atividade da catalase (CAT), entretanto, foi menor nos explantes embriogénicos em
relacdo aos ndo embriogénicos (Figura 4E). Blazquez et al. (2009) identificaram reduzida
atividade da CAT nos estagios iniciais da embriogénese em Crocus sativus L. induzida com
2,4-D e BAP. Esse declinio na CAT também precedeu o surgimento de embrides somaticos
em Lycium barbarum L. (Cui et al.,1999) e Gladioulus hybridus (Grupta & Datta, 2004).

A catalase converte o peroxido de hidrogénio (H,O,) formado sob condicdes de
estresse, em agua e oxigénio estavel (Mallick & Mohn, 2000). De acordo com Arora et al.
(2002), o nivel da catalase presente nos peroxissomos é ineficiente na remocdo de baixas

concentragdes de H,0,, sendo esssas moléculas reduzidas no ciclo do ascorbato-glutationa,
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sob a acdo da peroxidase do ascorbato (APX) e outras enzimas do ciclo. Portanto, a atuacao
da CAT torna-se mais importante quando a concentracdo de H,O, esta em niveis mais
elevados, caracteristicos de condicdes de estresse severo.

Com base nos resultados obtidos, pode-se ressaltar a importancia de estudos
relacionados a embriogénese somatica, especialmente na compreensdo dos estimulos e
condicdes ideais a inducdo, bem como do conhecimento sobre 0s mecanismos pelos quais 0s
reguladores de crescimento e os fatores de estresse estdo envolvidos na regulacdo e no
controle deste processo, visando aumentar a eficiéncia morfogénica para a producdo de

plantas superiores em larga escala e a regeneracéo de plantas transformadas geneticamente.

¢ Anélise histoldgica por microscopia Optica:

Através da analise histoldgica observou-se a presencga de embriGes somaticos no inicio
de sua formacéo (Figura 5A) e em estadio globular (Figura 5B), sem protoderme e procambio
definidos. As células presentes nessas estruturas apresentam um conjunto de caracteristicas
comuns ao comportamento de células embrionarias em divisdo ativa. Essas caracteristicas
incluem tamanho reduzido, contetdo citoplasmatico denso e ndcleos grandes e bem corados

(Vasil, 1982; Guerra et al., 1999; Mathew & Philip, 2003).

Figura 5- Cortes histologicos de explantes embriogénicos de cana-de-aglcar da variedade
RB 872552 cultivados em meio MS acrescido de 3,0 mg.L™ de 2,4-D e 0,25 mg.L™ de
BAP durante 40 dias; (A) inicio da formacdo de embrides somaticos (setas); (B) embrido
somatico em estadio globular, com células pequenas e nicleos proeminentes: eg= embrido
globular, sp= suspensor (Barra=1mm).
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Experimento 2: Inducdo de embriogénese somatica indireta (ESI)

Todos os explantes apresentaram oxidacdo cinco dias apds a inoculacdo em meios de
inducdo de embriogénese somatica indireta (ESI), independente do tratamento. Apesar disso,
a formacdo de calos iniciou-se a partir do 8° dia de cultivo nos tratamentos com maior
concentracdo de 2,4-D (D8F10 e D8F100) e, posteriormente, nos tratamentos que continham
2,4-D. Apesar da competéncia embriogénica de células somaticas cultivadas in vitro poder ser
estimulada por varios fatores reconhecidos como agentes estressantes (Choi et al., 1998;
Akula et al., 2000; Ikeda-lwai et al., 2003; Pasternak et al., 2002; Lee et al., 2001; Kumria et
al., 2003), na auséncia da auxina ndo houve formacéo de calos, mesmo guando a concentracdo
de Fe-EDTA foi aumentada, evidenciando que o excesso de ferro por si s6 nao foi suficiente
para induzir calogénese na variedade de cana-de-acUcar estudada. De acordo com
Steinmacher (2005), analogos de auxina desempenham papel ambiguo na inducdo a
embriogénese somatica, induzindo a diviséo celular e atuando como uma fonte de estresse. O
2,4-D, entretanto, € 0 agente indutor mais utilizado na via de embriogénese somaética, pois
induz genes responsaveis pela sinalizacdo desse processo morfogénico (Campos et al., 2009).
Essa auxina desencadeia importante papel na inducdo de calos embriogénicos. Para Ho &
Vasil (1983), de todos os reguladores de crescimento, o 2,4-D tem se mostrado 0 mais
eficiente para a inducdo de calos e formacdo de embrides somaticos em cultura de células e

tecidos de gramineas, incluindo a cana-de-acucar.
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Tabela 3- indice de formacao de calos (IFC) em segmentos basais de folhas jovens nfo expandidas da variedade
RB 872552 de cana-de-aglcar, ap6s 4 semanas de incubacdo em distintos meios indugdo de embriogénese
somética indireta (ESI).

Tratamentos de inducéo de ESI IFC IFC
(Dados néo transformados) (Dados transformados \x+0,5)
T1- DOF10 0 Oc
T2- DOF100 0 Oc
T3- D2F10 0,130 0,789 b
T4- D2F100 0,050 0,739 b
T5- D4F10 0,160 0,807 b
T6- D4AF100 0,070 0,752 b
T7- D8F10 0,400 0,940 a
T8- D8F100 0,350 0,910 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade (CV =
12,51%)

A média de formacdo de calos (Tabela 3) foi superior nos explantes submetidos aos
tratamentos D8F10 e D8F100 (0,400 e 0,350). Os calos apresentaram-se com coloracdo bege,
marrom-claro ou marrom-escuro e, quanto a textura, eram fridveis ou mucilaginosos. Nesse
caso, a utilizacdo de uma maior concentracdo de ferro no meio de cultura provocou uma
diminuicdo na formacdo de calos, além de textura mucilaginosa nos mesmos que, segundo
Cidade et al. (2006), caracteriza um calo ndo-morfogénico em cana-de-acUcar.

Passadas oito semanas de incubacdo nos meios de inducdo, apenas um explante do
tratamento D8F10 apresentou diferenciacdo do calo com formacdo de embrides somaticos
(Figura 6A). Todo o material vegetal foi transferido para tubos de ensaio contendo meio MS
sem adicdo de fitoreguladores. As diferencas observadas na proliferacdo de calos nos
explantes em um mesmo tratamento apontam para a variabilidade na sensibilidade aos
fitoreguladores e/ou a diferencas no teor enddgeno de horménios. A afinidade e a
concentracdo de receptores na superficie do tecido alvo determinam o tipo de resposta

morfogénica (Flores et al., 2006; Ali et al., 2008).
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Sessenta dias apds a transferéncia do material vegetal para tubos de ensaio contendo
meio MS sem adi¢do de fitoreguladores, do Unico explante que expressou competéncia
embriogénica, proveniente do tratamento D8F10 (8 mg.L™ de 2,4-D e 10 mL.L™" de Fe-
EDTA), foram regeneradas 157 plantas (Figura 6B). Alteracdes fisioldgicas e na expressao
génica tém sido induzidas em células submetidas a tratamentos com altas concentracdes de
2,4-D, evidenciando seu papel como um fator de estresse capaz de alterar o padrdo
morfogénico das células cultivadas in vitro (Fehér et al.,, 2003). Féher et al. (2003)
constataram que células embriogénicas sdo induzidas por altas concentracbes de 2,4-D ou
baixas concentracdes dessa auxina em conjunto com alguma fonte de estresse oxidativo como
ferro, cobre e o herbicida paraquat (metilviologénio). Entretanto, quando a concentracdo de 8
mg.L™ de 2,4-D foi aplicada em associacdo com o excesso de Fe-EDTA (100 mL.L™) os
calos ndo diferenciaram. A severidade do estresse induzido com aplicacdo do tratamento
D8F100 (8 mg.L™ de 2,4-D e 100 mL.L™ de Fe-EDTA) pode ter ultrapassado a capacidade de
expressao morfogénica dos explantes submetidos a esse tratamento. O fracasso em compensar
um estresse severo pode resultar em variacdo somaclonal ou mutacéo (Cassells et al., 1999;
Cassells & Cury, 2001), perda total da totipoténcia morfogénica e, finalmente, morte da planta

ou da célula, diretamente (Bray et al., 2000).

Figura 6- Embriogénese somatica indireta na variedade RB 872552
de cana-de-agucar: (A) calo embriogénico formado a partir de
explante inoculado em meio MS com 8 mg.L™ de 2,4-D e 10 mL.L™
de Fe-EDTA (tratamento D8F10) apdés 8 semanas; (B) plantas
regeneradas apés 60 dias em meio de converséo.
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Almeida & Almeida (2006) afirmam que, algumas vezes, para que a capacidade
embriogénica de um tecido seja ativada torna-se necessaria a aplicacdo de uma elevada
quantidade de auxina. Kitamiya et al. (2000) registraram a inducéo da embriogénese somatica,
em hipocdtilos de Daucus carota, por choque auxinico, por meio da aplica¢ao de 450 uM de
2,4-D durante o periodo de 2 horas. A formacgdo de embrides somaticos a partir de calos
formados em segmentos basais de folhas jovens ndo expandidas cultivados em meio MS
acrescido de 8 mg.L™ de 2,4-D, na variedade RB 872552 de cana-de-aclcar, parece ter sido
induzida por estresse ocasionado por chogue auxinico. Uma das hipo6teses sobre 0 mecanismo
envolvido na inducdo da embriogénese somatica pelo estresse destaca a importancia da
interacdo entre auxinas e a sinalizacdo do estresse, que resulta na aquisicdo da competéncia
embriogénica da célula somatica por meio da reprogramacdo celular manifestada em

diferentes niveis (Fehér et al. 2003).
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De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

e A embriogénese somética na variedade RB 872552 de cana-de-acucar pode
ser obtida: pela via morfogénica direta através da utilizacdo do balanco
auxina/citocinina nas concentracées de 3 mg.L de 2,4-D e 0,5 mg.L™* de BAP
ou 3 mg.L* de 2,4-D e 0,25 mg.L™" de BAP em meio MS, e manutencdo do
cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz; e pela via morfogénica indireta,

mediante a adicéo de 8 mg.L™ de 2,4-D em meio MS.

e O aumento da atividade da peroxidase e o decréscimo na atividade da
catalase e da polifenoloxidase em tecidos embriogénicos confirmam a
regulacdo do estresse oxidativo na inducdo da embriogénese somatica direta
na variedade RB872552 de cana-de-acucar.
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