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RESUMO

Heerdt, Eliane, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2008.
Inducdo da embriogénese somatica em cana-de-agucar.
Orientador: Marcio Henrique Pereira Barbosa. Co-Orientadores:
Sérgio Yoshimitsu Motoike e Eveline Texeira Caixeta.

A cana-de-agucar € uma das espécies mais cultivadas em todo o
mundo, abrangendo mais de 80 paises. Com os avancgos biotecnoldgicos
surgem importantes ferramentas para o melhoramento genético desta espécie.
Dentre as principais técnicas, esta a transgenia que é de suma importancia
para espécies de propagacao clonal como a cana-de-agucar. Ressalta-se que
a transgenia é dependente do cultivo in vitro que por sua vez apresenta como
possibilidade a embriogénese somatica, objeto do presente estudo. Para a
indugdo da embriogénese, avaliaram-se os efeitos do regulador de crescimento
2,4-D nas concentragdes de 0, 1, 3, 6 e 9 mg L. Durante a multiplicagao,
testou-se 1, 3 e 6 mg L' de 2,4-D. Na maturacdo e germinacdo, foram
avaliadas a presenga e auséncia de luz (irradiancia), além da presenga ou
auséncia de sacarose no meio de cultura. A auxina é fundamental para a
indugao de calos embriogénicos, contudo ndo houve diferenga significativa nas
concentracbes utilizadas do regulador de crescimento. Durante a fase de

multiplicagdo, observou-se que a interagdo entre o 2,4-D e as cultivares foi
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significativa. Logo, procedeu-se o desdobramento da andlise, onde 3 mg L™ de
2,4-D foi o tratamento mais eficiente para a multiplicacdo de calos da cultivar
RB835486. Nas cultivares RB855536 e RB928064 houve uma relagdo inversa
entre a concentragdo do regulador de crescimento e a expanséo dos calos em
milimetros. A presenga ou auséncia de sacarose no meio de cultura nao
influenciou significativamente a germinagao dos embrides somaticos. O mesmo
foi observado nos calos que foram mantidos sob o fotoperiodo de 16 horas-luz
(claro) ou no escuro durante os 30 dias de cultivo. Apesar do limitado numero
de plantulas formadas, o processo de aclimatagcdo das mesmas foi feito com

sucesso, alcangando 59% de sobrevivéncia.
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ABSTRACT

Heerdt, Eliane, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march 2008.
Induction of somatic embryogenesis in sugarcane. Adviser: Marcio
Henrique Pereira Barbosa. Co-Advisers: Sérgio Yoshimitsu Motoike
and Eveline Texeira Caixeta.

Sugarcane is one of species more cultivated in whole world, reaching
more than 80 countries. With the biotechnological progresses, important tools
appear for genetic breeding of cane. The production of transgenic plants is very
important for clonal propagation species as sugarcane. But plant transformation
is dependent of in vitro cultivation and, among their techniques it is somatic
embryogenesis, the object of present study. For embryogenesis induction were
evaluated effects of growth regulator 2,4-D in followed concentrations: 0, 1, 3, 6
and 9 mg.L-1. During multiplication was tested 1, 3 and 6 mg.L-1 of 2,4-D. In
maturation and germination of callus were evaluated presence and absence of
light, and the presence or sucrose absence in the medium of cultivation. It was
verified that the conditions of the plant in field affect the surface sterilization
process directly. The auxin is very important for embryogenic callus induction,
however there wasn'’t significant difference among different concentrations of
growth regulator. During the multiplication it was observed that the interaction

among 2,4-D and the genotype was significant. Therefore, it was made the
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unfolding of analysis. The 3 mg.L-1 of 2,4-D treatment was the most efficient for
callus multiplication of clone RB835486. In the clones RB855536 and
RB928064 the multiplication of embryogenic callus was inversely proportional to
the concentration of 2,4-D in the medium. The presence or sucrose absence in
the culture medium didn't influence the germination of the somatic embryos
significantly. The same was observed in the callus that were maintained under
light (clear) or in the darkness during the 30 days of cultivation. In spite of the
limited number of regenerate plantlets, the process of plantlets acclimatization

was made with success, because 59% of survivors were obtained.



1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) encontra-se entre os
cultivos de maior extensdao na escala mundial por sua grande importancia
econOmica. Esta cultura ndo é utilizada apenas para a produgao de agucar
aproveitando o seu elevador teor de sacarose, mas também é util na producéao
de alcool, papel, alimentagao, dentre outras atribui¢ces. E cultivada em regides
tropicais e subtropicais de mais de 80 paises, sendo o Brasil o maior produtor
mundial de acgucar (Conab, 2007). O setor sucroalcooleiro responde ao
faturamento anual da ordem de US$ 7 bilhdes (Unica, 2007). Atualmente, as
variedades de cana cultivadas sao o resultado do cruzamento interespecifico
entre Saccharum officinarum, S. barberi, S. sinense, e as espécies selvagens
S. spontaneum e S. robustum.

Em decorréncia da posicdo de destaque que ocupa na economia
mundial, a cultura da cana esta frequentemente inserida em programas de
melhoramento, visando a introducdo de caracteristicas de interesse
agrondémico, como resisténcia a pragas e patdogenos, tolerancia a herbicidas e
aumento no teor de sacarose.

Em programas de melhoramento da cana-de-agucar, a transformagao
genética é uma importante ferramenta para a obtencdo de variedades
agronomicamente superiores. Para a transformacdo genética, € essencial o
desenvolvimento de protocolos eficientes com vistas a obtencdo de plantas,
sendo uma de suas opgdes as técnicas de cultivo in vitro (Desai et. al, 2004).

Um dos caminhos do cultivo in vitro € a embriogénese somatica, que
envolve a formagao de embrides a partir de tecidos somaticos (Raemakers et.
al, 1995) e, muitas vezes, segundo Litz e Gray (1995), a partir de células
unicas, evitando a ocorréncia de quimeras. Portanto, a embriogénese somatica
€ uma via mais eficiente para a obtencido de plantas transformadas, do que a
organogénese (Ho e Vasil, 1983). Além disso, em muitas plantas onde se
obteve embriogénese somatica, observou-se a ocorréncia de embriogénese
secundaria, fenbmeno em que novos embrides surgem a partir dos embrides
somaticos originais (Raemarkers et al.,, 1995). A embriogénese somatica

secundaria tem amplas aplicagdes na biotecnologia, como a propagagao em



massa de novas plantas, criopreservacao, transformagao genética e inducao
de mutacao (Litz e Gray, 1995; Raemarkers et al., 1995).

Os protocolos ja descritos para a propagacao in vitro de cana-de-agucar
tém como base processos de organogénese e embriogénese somatica (Taylor
e Dukic, 1993; Falco et al.,, 1996). Ambos podem ser induzidos direta ou
indiretamente, sendo que no segundo caso, a formagao de 6rgaos ou embrides
se da a partir da formacao de calos. Em cana-de-agucar, a obtencéo de calo,
geralmente, se da cultivando-se segmentos de folhas imaturas de plantas do
campo, em meios de cultura contendo auxinas, tais como 2,4-D (Gallo-
Meagher et al., 2000) ou picloran (Fitch e Moore, 1990). Embora a
morfogénese possa ocorrer em meios desprovidos de reguladores de
crescimento e na presenca de luz (Taylor et al., 1992; Falco et al., 1996), a
eficiéncia do referido processo pode ser potencializada por diferentes
fitorreguladores (Chengalrayan e Gallo- Meagher, 2001). Entretanto, como a
resposta morfogénica é fortemente influenciada pelo gendtipo, é fundamental
que seja realizada adaptacéo dos protocolos em cada cultivar a ser utilizada
(Preece, 1995).

Como mencionado anteriormente, a transformagdo genética é
ferramenta importante para os programas de melhoramento genético da cana-
de-agucar e que, para tal, se faz necessario a otimizacdao de protocolos
eficientes para obtencdo massal de plantulas. Assim, o presente estudo tem
por objetivo a obtencdo de embriogénese somatica em trés cultivares RB de

cana-de-agucar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cana-de-acucar
2.1.1 Importancia econémica

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € a mais antiga monocultura
explorada pelo Brasil. Relata-se que esta planta foi introduzida nas Américas
na primeira metade do século XVI.

Em 1995, a area mundial cultivada foi de 18 milhdes de hectares. Sua
producao vem crescendo em fungdo do aumento do seu consumo como fonte
de energia (eletricidade e etanol) e agucar (Almeida, 2003; Koblitz Energias
Renovaveis, 2007; Sdo Paulo Ethanol Summit, 2007).

A cana-de-agucar ocupa lugar de destaque na agricultura devido sua
importancia econdmica, sendo uma das espécies vegetais mais cultivadas no
mundo, alcangando mais de 80 paises (Ho e Vasil, 1983).

Estima-se para o Brasil uma producdo de mais de 470 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar por hectare na safra 2007/08, o que corresponde
a 25% da produgao total mundial, colocando nosso pais como o maior produtor
de cana-de-agucar e maior exportador de agucar do mundo (10 milhdes de
toneladas) (Conab, 2007). Tudo isso € reflexo da importancia do pais como o
primeiro a introduzir a producdo, em larga escala, de um combustivel
alternativo ao petréleo (Teixeira, 2006).

Apesar da posi¢ao de destaque, o rendimento médio da cultura no pais
é considerado baixo, com os melhores indices nas regides centro-sul e
nordeste. Os maiores produtores sdo os Estados de S&o Paulo, Alagoas e
Parana, totalizando mais de 345 milhdes de toneladas na safra 2007/08
(Conab, 2007).

Devido a grande importancia da cultura da cana-de-agucar na economia
mundial, a FAPESP, pela rede ONSA (Organizagdo para Sequenciamento e
Analise de Nucleotideos), financiou o programa SUCEST de seqlienciamento
de genes expressos da cultura. Tal programa gerou sequéncias ESTs com
grande valor cientifico agregado, definindo o emprego de diversos tipos de
bibliotecas originadas de estadios fisioldgicos diversos (Sucest-Fun Project,
2007).



O sequenciamento do genoma da cana-de-acucar tem facilitado e
acelerado a identificagdo de genes responsaveis por caracteres desejaveis,
possibilitando a manipulacdo subsequente de genes de interesse através de
técnicas de genética molecular. Os avangos gerados pelo SUCEST, somados a
complexidade do genoma da cana-de-agucar tornam esta espécie uma
excelente candidata ao melhoramento por meio da engenharia genética

(Kossmann et. al, 2007).

2.1.2 Origem e caracteristicas das espécies Saccharum spp.

O centro de origem da cana-de-agucar, tal como sua historia, é
controvertido entre diversos autores (Grivet et. al.,, 2004; Lebot, 1999).
Contudo, acredita-se que a cana estabeleceu-se primeiramente na Melanésia,
Indonésia a Nova Guiné (6000 anos a. C.), disseminando-se para o Pacifico
Sul, india, China e paises vizinhos, por volta de 1500 — 1000 anos a. C.
Posteriormente, a cana-de-agucar migrou para varias partes do mundo,
especialmente paises tropicais e subtropicais (Teixeira, 2006).

O melhoramento da cana-de-agucar teve inicio juntamente com seu
cultivo, sendo ela uma das espécies submetida mais intensamente ao
melhoramento genético, comparando-se apenas ao milho (Matsuoka et. al.,
1999). Nas Ameéricas, a cana-de-agucar foi introduzida por Martim Afonso de
Souza na primeira metade do século XVI, tornando-se a monocultura mais
antiga explorada no Brasil (Pedrozo, 2006; ProCana, 2007).

Seis espécies sao descritas para o género Saccharum (Amalraj e
Balasundaram, 2006). As espécies e cultivares do complexo Saccharum
podem ser classificadas em espécies selvagens, e dentre as espécies
cultivadas, em cultivares antigas (tradicionais) e cultivares modernas (Grivet et
al., 2004). Dentre as cultivares antigas, encontram-se algumas espécies
cultivadas. As cultivares modernas s&o constituidas, em sua maioria, de

hibridos interespecificos.

2.1.2.1 Espécies selvagens
Saccharum spontaneum L. (2n = 40 — 128)
A principal espécie dentre as selvagens é caracterizada por apresentar

morfologia variada e ampla capacidade de adaptagdo ambiental (Grivet et al.,



2004). Ha evidéncias de que a india seja seu centro de origem e diversidade,
sendo, posteriormente, transportada para outras partes da Asia. Sua
distribuicdo abrange a faixa tropical dos continentes Africano, Asiatico e
Oceania (Jannoo et al., 1999). O possivel envolvimento dos géneros
Esclerostachya e Erianthus sect. Ripidium Henrard na origem de S.
spontaneum foi sugerido inicialmente. Entretanto, essa espécie ¢é
provavelmente produto da introgressdo entre membros ou prototipos do
complexo Saccharum (Amalraj e Balasundaram, 2006). Apesar do seu baixo
teor de acucar, tem contribuido para o melhoramento através da transmissao
de caracteres como vigor, dureza, perfilhamento e capacidade de rebrota da
soqueira, especialmente devido ao rizoma vigoroso e a resisténcia a estresses
bidticos e abidticos. Essa espécie possui importante participacédo no genoma

de novas cultivares (Grivet et al., 2004).

Saccharum robustum Brandes e Jeswiet ex Grassl (2n = 60 — 205)

Esta espécie apresenta colmos vigorosos, bastante fibrosos e,
geralmente, muito pobres em acgucar (Grivet et al., 2004). Em seu habitat
hibridiza-se facilmente com espécies e géneros relacionados, produzindo
grandes populagdes segregantes. Apesar de programas de melhoramento de
varios paises utilizarem S. robustum com o objetivo de aumentar a
produtividade e a quantidade de fibra em cultivares de cana, o uso desta
espeécie no desenvolvimento de cultivares comerciais € limitado a poucas
cultivares havaianas (Schenck et al., 2004). Supde-se que esta espécie tenha
se originado da introgressao de S. spontaneum com outros géneros, mas ainda

ha duvidas, quanto a sua origem (Pedrozo, 2006).

2.1.2.2 Cultivares antigas

As cultivares tradicionais quase desapareceram do cultivo comercial,
contudo, permanecem como importantes progenitores de cultivares modernas
e como potencial fonte de caracteres para introdugdes futuras. Historicamente,
elas descendem em uma linha direta das primeiras cultivares domesticadas.

Podemos considerar trés espécies:



Saccharum officinarum L (2n = 80)

Conhecida como “cana nobre” por sua cor viva, colmos grossos e
suculentos, alto teor de sacarose e baixo teor de fibra, caracteristicas
apreciadas na industrializacao, além de boa palha natural e alta produgdo em
condicdes favoraveis de cultivo. Os clones desta espécie sao pouco utilizados
na agricultura atual, mas podem ser encontrados em cultivo nas regides da
Melanésia (Grivet et al., 2004). Acredita-se que ela tenha dado origem as
principais variedades comerciais utilizadas na producdo de agucar, antes da
existéncia de programas de melhoramento. Embora o centro de origem desta
espécie nao seja relatado com precisao, Nova Guiné é tida como seu centro de
diversidade. Admite-se que ela tenha surgido nessa mesma regiéo, tendo como
genitores S. spontaneum, Miscanthus e Erianthus, incluindo também S.
robustum (Nair et al., 2006; Teixeira, 2006). Brandes (1956) e Grassl (1964),
ambos autores citados por Teixeira (2006), levantaram a hipotese de que a
pressdo seletiva pelo manejo humano sobre S. robustum originou S.
officinarum na mesma regido do centro de diversidade da cana-de-agucar.
Grivet et al. (2001) reuniram evidéncias moleculares para a confirmagao da
hipotese de que S. officinarum descende da espécie selvagem S. robustum. Ha
relatos de que esta espécie foi mais cultivada a nivel mundial desde o final do
século XVIII, até o inicio do século XIX, além de ser uma das principais
espécies contribuintes para o desenvolvimento das cultivares modernas
(Matsuoka et al., 1999).

Saccharum sinense Roxb. (2n = 111 — 120) e Saccharum barberi Jeswiet
(2n =81 —124)

Sao espécies que possuem quantidade de sacarose aceitavel para o
consumo humano e para extragdo industrial. Os clones destes grupos
distinguem-se daqueles de S. officinarum pelos caracteres florais, colmos finos
e medianos, concentracdo baixa a moderada de acucar, alto teor de fibras,
grande resisténcia a estresses bidticos e abiodticos (Pedrozo, 2006).

Sao cultivadas desde os tempos pré-histéricos, na China (S. sinense) e
no norte da India (S. barberi). Muitas hipéteses sobre a origem das canas norte
indianas e chinesas tém sido sugeridas. As principais séo: i) S. barberi e S.

sinense provém do cruzamento de S. officinarum com S. spontaneum na india



e China, respectivamente, em épocas pré-histéricas; ii) S. barberi foi
desenvolvida de S. spontaneum na india; iii) S. barberi e S. sinense s&o
oriundas do cruzamento entre S. officinarum, S. spontaneum e/ou outros

géneros como Erianthus e Miscanthus (D’Hont, 2002).

Saccharum edule Hassk. (2n = 60 — 80)

Espécie de menor interesse dos fitomelhoristas. Caracteriza-se por ter
inflorescéncia compactada e comestivel, sendo consumida como hortalica
pelos nativos da Melanésia, porém seu cultivo é reduzido. E considerada
resultante do cruzamento de S. officinarum ou S. robustum com outros
géneros, e se assemelha bastante a essa ultima espécie (Roach e Daniels,
1987, citados por Pedrozo, 2006).

2.1.2.3 Cultivares atualmente em cultivo

As variedades -cultivadas atualmente s&o hibridos inter e intra-
especificos sintetizados a partir das espécies S. officinarum (cana-nobre), S.
barberi (cana indiana), S. sinense (cana chinesa), S. spontaneum e S.
robustum (espécies selvagens).

As cultivares modernas foram substituindo as cultivares tradicionais
durante o século XX, sendo que no comeco deste século, hibridacbes de S.
spontaneum com S. officinarum, desde a India até Java, resultaram no
melhoramento do vigor da cana-de-agucar. A partir de entdo, com a divulgacao
de resultados tdo promissores, essa metodologia passou a ser praticada para a
obtencdo das canas cultivadas. Com o intuito de se obter melhores caracteres
para esses hibridos interespecificos, os cruzamentos foram tornando-se mais
complexos, surgindo o processo conhecido como “nobilizacdo”. Esse processo
consiste no intercruzamento entre cultivares tradicionais e a espécie selvagem
S. spontaneum, seguido por varios retrocruzamentos com S. officinarum.

Atualmente, a base genética obtida dos programas de melhoramento de
cana-de-agucar do inicio do século passado ainda é utilizada com sucesso
pelos melhoristas, através de cruzamentos interespecificos e retrocruzamentos
com o parental nobre S. officinarum. Duas linhas de pesquisa s&o seguidas: i)

hibridagdes com géneros similares (Miscanthus sp., Erianthus sp., Narenga sp.



e Sorghum sp.) e ii) regresso a provavel area de origem do género Saccharum

spp., com o objetivo de coletar germoplasma.

2.1.3 Taxonomia

A cana-de-agucar € uma planta herbacea, albgama, semi-perene e
pertencente a tribo Panicoidae, subtribo Andropogenae, familia Graminae
(Poaceae) e género Saccharum.

Devido a existéncia de relagdes filogenéticas variadas e com base em
critérios de morfologia, taxonomixtas e evolucionistas tém enfrentado grandes
dificuldades para limitar as espécies do género Saccharum (Irvine, 1999). De
forma geral, os melhoristas adotaram a classificagdo proposta por Jeswiet
(1925) e modificada por Brandes (1965), ambos autores citados por Teixeira
(2006), onde sao reconhecidas seis espécies para o género: S. officinarum, S.
spontaneum, S. robustum, S. barberi, S. sinense e S. edule. Alguns
taxonomistas consideram S. barberi e S. sinense como uma sé espécie.

A partir de dados geobotanicos, foi observado que os géneros
Saccharum, Erianthus, Sclerostachya e Narenga formam um grupo de
intercruzamento muito proximo, provavelmente envolvido na origem da cana-
de-agucar. Posteriormente, este grupo foi expandido, incluindo o género
Miscanthus. As espécies destes géneros formam o chamado “Complexo

Saccharum”.

2.1.4 Complexo Saccharum

Os géneros Erianthus, Miscanthus, Sclerostachia e Narenga estao
distribuidos do Himalaia até a Melanésia, estendendo-se para as llhas do
Pacifico e Sibéria. Geralmente, nao contém acgucar e a morfologia do caule
pode variar dependendo da espécie.

Estudos moleculares tém analisado as relagdes entre as espécies dos
géneros pertencentes ao complexo Saccharum e seu suposto envolvimento
com a origem da cana-de-acucar. Com base na genética e em sequéncias
gendbmicas, estes géneros apresentam padroes altamente contrastantes
(D’Hont et al., 1995). Assim, o acumulo de dados obtidos por biologia molecular
nos ultimos dez anos, permitiu a formulacdo da hipétese de surgimento do

género Saccharum como um grupo definido, independente dos géneros



Erianthus e Miscanthus, sugerindo que o conceito de “Complexo Saccharum”
(Mukherjee, 1957) é uma superestimativa da contribuicdo de outros géneros

para o surgimento das canas cultivadas (Grivet et al., 2001)

2.2 Nobilizacao

No processo de nobilizagdo, ocorrem cruzamentos interespecificos
seguidos de retrocruzamentos com a espécie S. officinarum, cana nobre. O que
se chama de 1?2 nobilizacdo corresponde aos hibridos F4, resultando do
cruzamento entre S. officinarum com outra espécie do género Saccharum. As
canas da 22 nobilizagao sao o resultado do primeiro retrocruzamento (RC+)
entre os hibridos F1 com S. officinarum, e as canas da 32 e 42 nobilizagao, sédo
o resultado do segundo (RC;) e terceiro (RCs) retrocruzamentos com S.
officinarum.

Nos cruzamentos interespecificos de S. officinarum com S. spontaneum
ocorre uma irregularidade citolégica na transmissdo do gameta 2n, quando S.
officinarum participa como genitor feminino. Em estudos citolégicos, observou-
se na 12 e 22 nobilizacdo a ocorréncia de um aumento no numero de
cromossomos nos hibridos, ao invés do niumero gamético normal. Somente a
partir da 3% nobilizagdo esse aumento n&o ocorria, transmitindo n = 40,
conforme o esperado. Esse processo ocasionou um aumento no numero de
cromossomos entre os produtos das nobilizacdes e levou a rapida reducao do
numero relativo aos cromossomos de S. spontaneum. Estima-se que S.
spontaneum tenha apenas uma participagéo de 10 % no genoma das cultivares
modernas.

Com o objetivo de explicar esse acontecimento, Prince (1957) e Bremer
(1961), citados por Teixeira (2006), elaboraram trés hipoteses: i) Duplicagao
cromossOmica através da endoduplicagdo durante a meiose; ii) Duplicagéo
cromossOmica depois da primeira divisdo meidtica; iii) Fusdo pos-meidtica de

dois nucleos do estagio de tétrade.

2.3 Biotecnologia
A evolugdo do conhecimento cientifico, nos anos 60 e 70 permitiu a
manipulagdo de organismos em nivel celular e molecular. Com isso, surgiram

tecnologias que utilizam células e moléculas biolégicas para solucionar
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problemas de producdo de produtos uteis. O conhecimento cientifico gerado,
somado aos instrumentos biotecnoldgicos, como, a cultura de células e tecidos,
engenharia genética, tecnologia de biossensores, bioprocessamento,
tecnologia de anticorpos, engenharia de proteinas, entre outros, geram

melhorias na agricultura, no meio ambiente e na medicina.

2.3.1 Transgenia

Utilizando as técnicas de cultura de células e tecidos vegetais e da
engenharia genética, ampliaram-se, consideravelmente, as possibilidades de
introducdo de genes de interesse agrondmico. A introdugcdo de genes
exdgenos em plantas pode ser feita através da Agrobacterium tumefaciens ou
por métodos diretos como a eletropora¢do, microinjecao e a biobalistica (Litz e
Gray, 1995).

As primeiras canas transformadas relatadas foram obtidas através de
biobalistica. As plantas foram transformadas com o gene neo que codifica a
enzima neomicina fosfotransferase Il, que confere resisténcia a antibidticos
aminoglicosideos, como a geneticina e a canamicina, e uid —A que codifica a B-
glucuronidase, servindo como gene reporter, permitindo, assim, a visualizagao
do sucesso da transformacao ( Bower e Birch, 1992, citado por Ulian, 2007).

Chowdhury e Vasil (1992), citado por Riva, et. al (1998) bombardearam
calos da variedade hibrida com o gene bar, e constataram nao haver formagéao
de plantas, em virtude da idade avangada dos calos utilizados.

A otimizagdo das condigdes de bombardeamento tem demonstrado alta
eficiéncia de co-transformacéo em cana-de-agucar, transferindo dois genes. O
bombardeamento é um sistema bastante eficiente para insercédo de genes de
variedades de cana-de-agucar e isso pode gerar uma maior competitividade no
mercado (Ulian, 2007).

A transformacao da cana-de-acucar por bombardeamento estd sendo
amplamente estudada e, atualmente, existem plantas transgénicas para os
mais variados caracteres. Entretanto, os meétodos apresentam problemas
quanto a complexidade de integragcédo do transgene, pois um grande numero de
cdpias do gene pode ser inserido em regides nas quais ndo ocorre transcricao
ativa. Assim, pesquisadores tém estudado a aplicacdo da transformacado da

cana-de-agucar mediada por Agrobacterium tumefaciens, técnica que promove
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a insercao de poucas copias em sitios altamente expressos do genoma (Lima
et. al, 2001; Riva et. al, 1998).

Assim, verifica-se a grande importancia da propagacao in vitro para a
obtencdo de plantas, a partir de materiais geneticamente transformados,
independentemente do método utilizado para a transformagado (Desai et al.,
2004).

2.3.2 Propagacao in vitro

Esta técnica compreende o cultivo asséptico de partes das plantas em
condi¢cbes controladas de nutrigdo, umidade, luz e temperatura e constitui a
aplicagdo mais direta da cultura de células e tecidos vegetais (Grattapaglia e
Machado, 1990; Pereira et al., 2003; Rodrigues, 2005). Ela pode ser alcangada
por meio de proliferacdo de gemas axilares, iniciacdo de gemas adventicias
(organogénese) ou embriogénese somatica (Lima et. al, 2001).

Entre as principais vantagens da propagacéo in vitro estdo a rapidez em
relacdo a outros métodos de propagacao vegetativa, a produgdo de mudas
livres de virus e outros patégenos, além da possibilidade de sua utilizagao
quando a propagacgao por técnicas convencionais for muito dificil ou impossivel
de ser realizada (Ho e Vasil, 1983; Lee, 1988; Litz e Gray, 1995). Em adigéo,
técnicas de transformacgao genética sdo dependentes do cultivo in vitro para

obtencao e multiplicagao dos novos gendtipos (Litz e Gray, 1995).

2.3.2.1 Embriogénese somética

A embriogénese somatica pode ser descrita como o processo pelo qual
células diploides ou somaticas desenvolvem estruturas semelhantes a
embrides zigoticos, por meio de sequéncia ordenada de estagios
embriogénicos caracteristicos, sem ocorréncia de fusdo dos gametas (Litz e
Gray, 1995). Durante o seu desenvolvimento, embrides somaticos passam por
estagios similares aqueles observados na embriogénese zigotica,
caracterizando-se como estrutura bipolar sem nenhuma conexao vascular com
o tecido materno (Ho e Vasil, 1983; Raemakers et. al, 1995).

A embriogénese somatica se da tanto pela via natural, como pela via
artificial, ou induzida in vitro. No primeiro caso, células somaticas podem ser

direcionadas para esta rota de desenvolvimento, como acontece com o sistema
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da embriogenia adventicia a partir do tecido nucelar em Citrus spp. e em
coniferas, onde os embrides sdo geneticamente idénticos a planta-mae, tendo
como consequUéncia a perpetuagao de populagdes clonais por meio de semente
(Litz e Gray, 1995).

Pela via artificial ou induzida in vitro, células somaticas de diferentes
estagios de diferenciacdo podem ser induzidas por estimulos ambientais ou
quimicos e, se reprogramadas, adquirem novas competéncias morfogénicas
(Fitch e Moore, 1990; Litz e Gray, 1995). O método mais usual para indugao da
competéncia embriogénica consiste na exposicdo de explantes a
concentragbes adequadas de auxinas durantes periodos variaveis de tempo
(Ho e Vasil, 1983).

Formas direta ou indireta podem ocorrer no processo de embriogénese
somatica. Na forma direta, os embrides somaticos formam-se diretamente
sobre a superficie dos explantes. Enquanto que na embriogénese indireta,
calos embriogénicos sdo induzidos e na sua superficie sdo formados os
embrides somaticos (Sweby et. al, 1994). A embriogénese somatica indireta é o
método mais comumente utilizado para obtencdo de embrides somaticos para
usos praticos e tem sido descrita para numerosas e distintas espécies, como a
cana-de-agucar (Raemakers et. al; 1995).

Material genético, tipo de explante, condigbes de cultivo como a luz
(radiancia, qualidade e fotoperiodo), concentracdo do meio basal (sacarose,
nivel de nitrogénio e composig¢ao), elementos minerais, agentes geleificantes,
reguladores de crescimento e pH do meio de cultura sdo importantes fatores
que afetam o processo da embriogénese somatica (Preece, 1995).

O fator genético é de extrema relevancia, uma vez que diferentes
genotipos podem apresentar requerimentos distintos de cultivo para a indugao
de estruturas embriogénicas (Preece, 1995). Aléem do material genético, é
importante definir a fonte de explante a ser utilizada e a época da coleta, uma
vez que varios tecidos da mesma planta ou tecidos em diferentes estagios de
desenvolvimento podem resultar em diferentes respostas, quanto a indugao da
embriogénese (Ho e Vasil, 1983; Litz e Gray, 1995).

Os tecidos utilizados como fonte de explantes para obtencdo de

embrides somaticos sdo de origem variada. Contudo, os tecidos derivados de
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embrides imaturos parecem apresentar melhores respostas a indugado da
embriogénese para cana-de-agucar (Ho e Vasil, 1983).

Esforgos para induzir embriogénese somatica tém sido descritos para
muitas espécies de interesse econdmico (Falco et. al, 1996). As metodologias
utilizadas envolvem mudancas no meio de cultura, estabelecimento de
diferentes tipos ou concentragcdes de reguladores de crescimento, bem como
controle do ambiente da sala de cultivo e da densidade de células (Preece,
1995). A caracteristica notavel da embriogénese somatica € que simples
manipulacdes podem desencadear séries de eventos que levam a formacéo do

embrido.
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3. MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Células e
Tecidos Vegetais (LCCTV) do setor de Fruticultura do departamento de

Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

3.1 Material vegetal

Foram utilizados meristemas apicais de cana-de-agucar de
aproximadamente 10 meses de idade, provenientes de plantagdo ja
estabelecida no setor de Fitotecnia, pertencentes a trés variedades: RB855536,
RB928064 € RB835486.

O palmito do colmo, com 2 cm de largura por 10 cm de altura, foi
mantido na agua até o inicio da desinfestagcéo. Esses foram desinfestados com:
hipoclorito de sddio 2,5% (v/v) por 10 min e solugéo fungicida na concentragao
de 1,4 g L™ por 10 min. Os palmitos, contendo os meristemas apicais, foram
levados a camara de fluxo laminar onde se prosseguiu a desinfestagao por 1
min em etanol 70% (v/v), 20 min em solu¢éo de bicloreto de mercurio, seguido
por 15 min em solugdo de hipoclorito de sédio 2,5% (v/v). Entre cada etapa,
esses palmitos foram enxaguados em agua estéril por trés vezes. Os
meristemas apicais foram extraidos e cultivados em tubos de ensaio em meio
MS (Murashige e Skoog, 1962) conforme protocolo de inducdo da
embriogénese.

Dentro de cada etapa do experimento, os materiais contaminados foram
descartados e as etapas subsequentes foram conduzidas apenas com os

explantes livres de contaminagéo.
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3.2 Inducéo da embriogénese somaética

Neste experimento, foram testados cinco niveis de 2,4-D, sendo: 0; 1,0;
3,0; 6,0 e 90 mg L', em delineamento inteiramente casualizado, com
diferentes repeticbes. A unidade experimental foi constituida de um tubo de
ensaio contendo um explante, em meio de cultura. Este teve o pH ajustado
para 5,7 = 0,1, antes da esterilizacdo a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Foram
utilizados tubos de ensaio de dimensdes de 25 x 150 mm, contendo 10 mL de
meio MS adicionado com as diferentes concentragcdes de 2,4-D, acima
menciondas. Os explantes foram incubados em sala de crescimento com
temperatura controlada de 25 + 2°C, no escuro durante 30 dias.

Nesta etapa do experimento, avaliou-se a formacgao e as caracteristicas

dos calos, com vista ao processo embriogénico.

3.3 Multiplicac&o dos calos embriogénicos

Para a multiplicagéo dos calos embriogénicos obtidos, foram testados os
tratamentos com 1, 3 e 6 mg L' do mesmo fitorregulador (2,4-D).

Os trés niveis de 2,4-D foram testados em um delineamento
inteiramente casualizado, com diferentes repeticdbes. A unidade experimental
foi constituida de um explante, onde, cada explante consistiu de um
aglomerado de calos de aproximadamente 0,5 cm de didmetro, em meio MS
(Murashige e Skoog, 1962). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes da
esterilizacdo a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Foram utilizadas placas de
petri de dimensdes de 90 x 150 mm, contendo 30 mL de meio de cultura. Os
explantes foram incubados em sala de cultivo com temperatura de 25 + 2°C, no
escuro durante aproximadamente 20 dias.

Nesta etapa, avaliou-se a expansdo em milimetros e aspectos

morfolégicos dos calos para cada cultivar.

3.4 Maturacdo e germinacdao in vitro dos embrifes soméaticos
Nesta etapa foram testados os efeitos da luz (irradidncia de 0 e 40 ymol
m?s™, fornecidas por tubos fluorescentes, luz do dia com 40 W de poténcia) e

da sacarose como fonte de carbono (0 e 60 g L"), adicionada ao meio MS.
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O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com diferentes repeticdes. A unidade experimental foi constituida de um frasco
contendo dois explantes (aglomerado de calo de aproximadamente 0,5 cm de
diametro), em meio de cultivo. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes
da esterilizagdo a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Foram utilizados frascos
com capacidade de 350 mL, de dimensao de 50 x 140 mm, contendo 30 mL de
meio de cultura. Os explantes foram incubados em sala de crescimento com
temperatura controlada de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas com irradiancia
de 40 pmol m? s™, fornecida por lampadas fluorescentes, luz do dia, com
poténcia de 40 W, ou no escuro por aproximadamente 30 dias.

Nesta etapa foi avaliado o numero de calos que formaram plantulas.

3.5 Aclimatizacédo das plantulas

Para aclimatizagdo, as plantulas foram retiradas dos frascos e suas
raizes lavadas em agua estéril, permanecendo por 5 dias dentro de bandejas,
contendo agua estéril, cobertas por plastico (mini estufa) no laboratério. Entdo
foram levadas para casa de vegetacéo, sendo plantadas em vasos (10 L) com
substrato comercial. A unidade experimental foi constituida por um vaso
contendo uma plantula. Nos primeiros 10 dias, as plantas foram irrigadas 3

vezes ao dia, apos este periodo, uma vez ao dia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desinfestacao

O método utilizado para desinfestacdo no presente estudo ndo se
mostrou eficiente, sendo elevada a porcentagem de contaminagado em todas as
concentragdes do regulador de crescimento avaliadas (superior a 35%) durante
a indugao da embriogénese somatica (dados n&o apresentados). Isso pode ter
ocorrido devido as condicbes de campo em que a planta se encontrava e ao
clima no dia da coleta do material. Resultado contrastante foi encontrado por
Sweby et al. (1994), que utilizaram protocolo que empregava apenas etanol e
hipoclorito de soédio e, lograram grande producdo de calos livres de
contaminacgao, da variedade N18 de cana-de-agucar.

Grattapaglia e Machado (1990) relataram que o estadio fisiolégico e
fitossanitario da fonte de explantes exercem grande influéncia no
comportamento das culturas in vitro. Entretanto, ha espécies em que o
estabelecimento do cultivo in vitro se torna inviavel apenas com o0 uso da
assepsia normal e, neste caso, € necessario utilizar antibiéticos, como é o caso
da helicénia (Rodrigues, 2005) e da batata (Pereira et al., 2003).

4.2 Inducéo da embriogénese somatica

A formacdo de calos ocorreu somente nos meios com presenga da
auxina 2,4-D, conforme Tabela 2 e Figura 1. Resultado similar foi encontrado
por Ho e Vasil (1983) ao estudarem a formacado de calos embriogénicos no
clone 68-1067 de cana-de-agucar. Raemakers et al. (1995) relatam que em
angiospermas monocotiledoneas, como a cana-de-agucar, a embriogénese
primaria € exclusivamente induzida em meio contendo auxinas. Dentre as

auxinas sintéticas, se destacam o Picloram, Dicamba e 2,4-D. Segundo
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Grattapaglia e Machado (1990), as auxinas como o 2,4-D sao essenciais para

estimular a formagéao de calos, mesmo em baixas concentragoes.

Tabela 1. Numero de calos formados na presenca e auséncia do

regulador de crescimento 2,4-D para todas as cultivares

avaliadas
Formacgao de calos Nao formou calos | Total
Auséncia de 2,4-D 0 34 34
Presenga de 2,4-D 120 15 135
Total 120 49 169
X% = 104,24*, significativo ao nivel de 5% de probabilidade, com um grau
de liberdade.

Figura 1. Formagéao de calos na presenga da auxina 2,4-D. A. RB835486 sob 6 mg L™ de 2,4-
D; B. RB855536 sob 1 mg L™ de 2,4-D; C. e D. RB928064 sob 3 e 9 mg L™ de 2,4-D,

respectivamente.
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A auxina desencadeia importante papel na indugdo de calos
embriogénicos em cana-de-agucar. Para Ho e Vasil (1983), de todos os
reguladores de crescimento, o 2,4-D se mostrou o mais eficiente para a
indugdo de calos e formagédo de embrides somaticos em cultura de células e
tecidos de gramineas, incluindo a cana-de-agucar. Varias concentragdes de
2,4-D (0,5-3,0 mg L") se mostraram eficientes para a inducdo de calos
embriogénicos. Quando submetidos a altas concentragdes deste regulador de
crescimento, os calos ficam mais mucilaginosos. Ho e Vasil (1983) mencionam,
ainda, que, neste caso, os calos embriogénicos demandam mais tempo para se
formarem.

No presente trabalho, a presenca de 2,4-D foi fundamental para a
indugdo de calos (Figura 1). Contudo, ndo houve diferenga significativa na
formagao de calos (p<0,05), sob os diferentes niveis de 2,4-D pelo teste qui-
quadrado (Tabela 3). Verificou-se também que n&o houve diferenca

significativa entre as cultivares avaliadas na presenga do regulador (Tabela 4).

Tabela 2. Numero de calos formados na presenca dos diferentes

niveis de 2,4-D para as trés cultivares avaliadas

[1de 2,4-D | Formagdo de calos Nao formou calos Total
1 39 5 44
3 26 0 26
6 39 8 47
9 16 2 18
Total 120 15 135

X? = 4,96"*, n3o significativo ao nivel de 5% de probabilidade, com

trés graus de liberdade.
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Tabela 3. Numero de calos formados na presencga de 2,4-D, para as trés

cultivares em analise

Formacgao de calos Nao formou calos Total
RB928064 68 9 77
RB835486 38 4 42
Total 106 13 119
X2=0'13n.s.
RB928064 68 9 77
RB855536 14 2 16
Total 82 11 93
X2=0I01n.s.
RB835486 38 4 42
RB855536 14 2 16
Total 52 6 58
X =0,11"
Nota: ™* Nao significativo a 5% de probabilidade com um grau de
liberdade.

Ho e Vasil (1983) descrevem a influéncia que o gendtipo tem sobre as
condigdes de cultivo in vitro. O estadio de desenvolvimento do explante, idade
€ sua posicao na planta matriz influencia fortemente a inducdo de calos
embriogénicos. Desai et al. (2004) identificaram explantes e combinagdes
proprias de reguladores de crescimento para a indugdo da embriogénese
somatica direta em cultivar indiana de cana-de-agucar (CoC-671). Estes
autores verificaram que a resposta da cultura embriogénica de segmentos de
inflorescéncias imaturas foi diretamente relacionada a presenga de reguladores

de crescimento adequados.

4.3 Multiplicacdo dos calos embriogénicos

Na fase de multiplicacdo de calos, pode-se observar pela Tabela 5 e
Figura 2 que ndo houve diferenca estatistica entre as variedades estudadas a
5% de probabilidade. Entretanto, o regulador de crescimento 2,4-D afetou a
multiplicagdo de calos, assim como a interagdo entre variedade e a auxina.
Raemakers et. al. (1995) relatam que, em geral, meios contendo auxina e/ou
auxina/citocinina sdo usados na embriogénese somatica de espécies

gimnospermas e angiospermas monocotiledéneas, como a cana-de-agucar.
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Tabela 4. Analise de variancia entre variedade, horménio e a

interacdo entre variedade e hormonio

F. V. G. L. S. Q. Q. M. Fc
Cultivar 2 13,21 6,60 2,8
2,4-D 2 235,86 117,93 51,3*
Cultivar x 2,4-D 4 273,06 68,27 29,6*
Erro 593 1363,06 2,29
C. V. 49,77%
Média Geral 3,05

Nota: *Significativo a 5% de probabilidade.

Figura 2. Expansao dos calos, indicada pelo contorno dos mesmos durante a avaliagdo. A.
RB835486 sob 3 mg L' de 2,4-D; B. RB855536 sob 1 mg L de 2,4-D; C.
RB928064 sob 1 mg L™ de 2,4-D.

A Figura 3 explica a variagdo dos dados encontrados na cultivar
RB835486. Neste caso observou-se efeito quadratico ao nivel de 1% de
probabilidade (Anexo 1). Ao analisar as médias, constatou-se maior expansao
dos calos cultivados em meio 3 mg L™ de 2,4-D (Tabela 6). Nesse tratamento,
verificou-se que os calos tinham aspecto gelatinoso, alguns dos quais
esbranquicados, em diferentes estagios de desenvolvimento (Figura 4). Os
calos em meios de cultura com 1 mg L™ de 2,4-D eram compactos, globulares,
opacos, com oxidacgao (Figura 5). Aqueles calos cultivados em meio de cultura
com 6 mg L™ de 2,4-D mostraram coloragdo opaco-amarelada, em diferentes
estagios de desenvolvimento, com oxidagédo (Figura 6). Lima et. al. (2001)
também descrevem os diferentes tipos de calos gerados para as variedades
estudadas em seu experimento (RB739735 e RB72454) em meio de cultura
contendo o regulador de crescimento 2,4-D, sendo que os calos considerados

mais embriogénicos seriam aqueles globulares, friaveis e sem oxidagao.
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Figura 3. Expansao dos calos em milimetros (mm) sob os diferentes niveis de
2,4-D para a cultivar RB835486.

Figura 4. Expansao dos calos da cultivar RB835486 cultivados com 3 mg L" de 2,4-D. A. Placa

de petri com oito aglomerados de calos; B. Detalhe de um aglomerado de calos.



23

Figura 5. Multiplicagdo dos calos RB835486
em meio de cultura contendo 1 mg
L' de 2,4-D

Figura 6. Multiplicagéo dos calos RB835486 em meio de cultura contendo 6 mg L™ de 2,4-D.

No caso da cultivar RB855536 verificou-se que houve efeito quadratico
ao nivel de 1% de probabilidade (Anexo 2). A figura 8 mostra decréscimo na
expansao dos calos, conforme a concentragdo do regulador de crescimento
aumentava. Sob 1 mg L' de 2,4-D, os calos se apresentavam compactos,
globulares e opacos (Figura 7). Quando submetidos a 3 mg L™ do regulador, os
calos estavam com aspecto gelatinoso, globular e translucido (Figura 9). A
concentragdo maxima de 2,4-D (6 mg L") nesta etapa, deixou os calos opacos

e em diferentes estagios de desenvolvimento (Figura 10).



Figura 7. Multiplicagdo dos calos da cultivar RB855536

em meio de cultura contendo 1 mg L' de 2,4-
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Figura 8. Expansao dos calos em milimetros (mm) sob os diferentes niveis de

2,4-D para a cultivar RB855536.
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Figura 9. Multiplicagéo dos calos da cultivar RB855536 em meio

de cultura contendo 3 mg L' de 2,4-D

Figura 10. Multiplicagdo dos calos da cultivar RB855536

em meio de cultura contendo 6 mg L' de 2,4-
D
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Tabela 5. Expansdo em mm dos calos embriogénicos de cada tratamento do

regulador de crescimento 2,4-D, para cada cultivar

Clones Exp. Max. Exp. Min. Exp. Média % Contaminados

1mglL?t

RB928064 7,3 1,7 4,2 8,3

RB835486 4,7 1 2,5 6,6

RB855536 6,7 1,7 4,4 12,5
3mg Lt

RB928064 5,3 1,3 3,1 8,3

RB835486 6,7 1,3 4,1 10

RB855536 2,5 1 1,7 12,5
6mglL?

RB928064 4,7 1 2,3 11,1

RB835486 3 0,7 1,7 10

RB855536 3,8 2,2 2,8 12,5

Nota: Em negrito estdo as maiores médias de expanséo de cada clone.

Para a cultivar RB928064 verificou-se que n&do houve efeito quadratico,
apenas, linear, conforme disposto no Anexo 3. Com base na figura 11, se
observa que houve decréscimo na expansao dos calos, conforme aumentou a
concentracdo do 2,4-D no meio de cultura. Os calos expostos a 1 mg L™ do
referido fitorregulador mostraram-se compactos, opaco-amarelados, globulares
e em constante multiplicagdo (Figura 12). Sob 3 mg L, os calos ficaram
compactos, amarelados, alguns esbranquigcados, e em multiplicagdo constante
(Figura 13). Quando submetidos a 6 mg L™ do regulador, os calos ficaram

opaco-amarelados (Figura 14).



27

=
o

*9 ¢

Expansdo dos calos em mm
QO = N W R U Y N 0 W

2 3 4 5 6 7

Niveisde 2,4-D

Figura 11. Expansao dos calos em milimetros (mm) sob os diferentes niveis de
2,4-D para a cultivar RB928064.

Figura 12. Multiplicagao dos calos da cultivar RB928064 em meio de cultura contendo 1 mg L’
de 2,4-D.

Assim, pode-se afirmar que, dentre os tratamentos avalidos, 1 mg L™ de
2,4-D foi o melhor tratamento para a multiplicagdo de calos embriogénicos nos
gendtipos RB928064 e RB855536, enquanto que, para a cultivar RB835486, o
melhor tratamento é o que contém 3 mg L™ de 2,4-D no meio de cultura. Ainda
de acordo com a Tabela 6, é possivel afirmar que o regulador de crescimento
2,4-D, quando presente em altas concentragdes (6 mg L'1) € desfavoravel para
a multiplicagcado de calos embriogénicos. Resultado similar foi encontrado por
Sweby et. al. (1994), ao estudarem a variedade N18 de cana-de-agucar. Eles

verificaram que os calos multiplicados sob baixas concentragées (1 mg L) de
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2,4-D foram tao vigorosos, quanto aqueles submetidos a altas concentragdes
(3mglL™).

Figura 13. Multiplicagao dos calos da cultivar RB928064 em meio de cultura contendo 3 mg L’
de 2,4-D.

Figura 14. Multiplicacao dos calos da cultivar RB928064 em meio de cultura
contendo 6 mg L™ de 2,4-D.

4.4 Maturagao e germinagdao in vitro de embrides soméaticos
A presencga ou auséncia de sacarose no meio de cultura nao influenciou
significativamente a germinagao dos embriées somaticos (Figura 15). O mesmo

foi observado nos calos cultivados sob o fotoperiodo de 16 horas-luz (claro) ou
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no escuro, durante os 30 dias de cultivo (Tabelas 7, 8 e 9) para as trés

cultivares analisadas.

RB 31 80 ¢4
“ - T_' - - u RB Y554 ¢¢

Ty-Ti- Ta

Figura 15. Germinacao dos embrides somaticos sob os diferentes tratamentos: A. Escuro + 0 g
L™ de sacarose; B. Escuro + 60 g L" de sacarose; C. Claro + 0 g L" de sacarose; D. Claro + 60

g L de sacarose.

Ho e Vasil (1983) afirmaram que a sacarose influencia na germinagao
dos embrides somaticos. Segundo esses autores, a sacarose, quando presente
no meio de cultura, estimula, ndo apenas a diferenciacdo, sendo também o
crescimento radicular em cana-de-agucar. A germinagdo dos embrioides é
promovida pela presenga de zeatina ou acido giberélico. Para Litz e Gray
(1995), o meio usado para maturagdo dos embrides somaticos deve conter
aminoacidos essenciais e complexos organicos. As auxinas, freqientemente,
sado preteridas no meio, em razdo do seu efeito inibitério na maturagdo dos

calos de muitas espécies.



Tabela 6. Numero de plantulas que desenvolveram (D.) e que ndo desenvolveram (N.

D.) da cultivar RB928064 e, seus respectivos X* calculados para os diferentes

tratamentos.
D N.D Total D. N. D. Total
T1 11 21 32 T1 11 21 32
T2 9 23 32 T3 12 12 24
Total 20 44 64 Total 23 33 56
X*=0,29 X*=1,38
T1 11 21 32 T2 9 23 32
T4 6 18 24 T3 12 12 24
Total 17 39 56 Total 21 35 56
X’ =0,57 X? = 2,80
T2 9 23 32 T3 12 12 24
T4 6 18 24 T4 6 18 24
Total 15 41 56 Total 18 30 48
X’ =0,07 X =3,20

Nota: T1 = Meio MS + Claro; T2 = Meio MS + Claro + 60 g L de Sacarose; T3 =
Meio MS + Escuro; T4 = Meio MS + Escuro + 60 g L' de Sacarose.

Tabela 7. Numero de plantulas que desenvolveram (D.) e que ndo desenvolveram (N.

D.) da cultivar RB835486 e, seus respectivos X? calculados para os diferentes

tratamentos.
D. N. D. Total D. N. D. Total
T1 1 13 14 T1 1 13 14
T2 1 13 14 T3 1 7 8
Total 2 26 28 Total 2 20 22
X*=0,00 X*=0,18
T1 1 13 14 T2 1 13 14
T4 2 6 8 T3 1 7 8
Total 3 19 22 Total 2 19 22
X*=1,38 X*=0,18
T2 1 13 14 T3 7 8
T4 2 6 8 T4 6 8
Total 3 19 22 Total 3 13 16
X*=1,38 X?=0,41

Nota: T1 = Meio MS + Claro; T2 = Meio MS + Claro + 60 g L de Sacarose; T3 =
Meio MS + Escuro; T4 = Meio MS + Escuro + 60 g L' de Sacarose.
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Tabela 8. Numero de plantulas que desenvolveram (D.) e que ndo desenvolveram (N.

D.) da cultivar RB855536 e, seus respectivos X? calculados para os diferentes

tratamentos.
D. N. D. Total D. N. D. Total
T1 2 2 4 T1 2 2 4
T2 0 4 T3 0 4
Total 2 6 8 Total 2 6 22
X2=2,67 X2=2,67
T1 2 2 4 T2 0 4 4
T4 0 4 4 T3 0 4 4
Total 2 6 22 Total 0 8 8
X2=2,67 X2=N.P.
T2 0 4 4 T3 0 4 4
T4 0 4 4 T4 0 4 4
Total 0 8 8 Total 0 8 8
X2=N.P. X2=N.P.

Nota: T1 = Meio MS + Claro; T2 = Meio MS + Claro + 60 g L de Sacarose; T3 =
Meio MS + Escuro; T4 = Meio MS + Escuro + 60 g L' de Sacarose.

N. P. = Nao foi possivel calcular.

Raemakers et. al. (1995) mencionam que a maturagao insuficiente dos
embrides somaticos traduzem mal desenvolvimento (germinagao) dos mesmos
e/ou a formacgéao de folhas grossas com hastes fasciculadas. Este fendmeno foi
observado em inumeras espécies e é conhecido como germinagéo precoce. Na
germinagao precoce, o desenvolvimento do embrido pula os estagios normais
da embriogénese e adquire caracteristicas de um seedling mal-formado. Litz e
Gray (1995) obervaram que a germinagdo precoce ou prematura é o maior
problema durante o desenvolvimento dos embrides somaticos e isso pode ser
controlado pelo aumento da osmolaridade do meio de maturacio, adicionando
sacarose ou acido abscisico.

Sweby et. al. (1994) encontraram alto potencial de formacéo de plantulas
a partir de calos cultivados em meio MS contendo caseina hidrolisada e
sacarose, da variedade N18 de cana-de-agucar. Neste caso, a germinagao foi
observada duas semanas apoés os calos terem sido transferidos para o meio de

multiplicacdo sob fotoperiodo de 14 horas-luz.
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4.5 Aclimatizacao das plantulas

Apesar do limitado numero de plantulas formadas, pode-se considerar
pleno éxito o processo de aclimatizagdo das plantulas. Pois, do total de 44
plantulas formadas, 26 sobreviveram ao processo de aclimatizagdo, o que

corresponde a 59%, conforme pode-se observar pela Tabela 10 e Figura 16.

Tabela 9. Numero de plantas que sobreviveram ou ndo ao processo de

aclimatizagao, a partir do total de plantulas formadas em cada tratamento e para cada

cultivar.

Tratamento Cultivar  Sobreviveu Nao sobreviveu Total formadas

RB928064 7 4 11

MS + Claro  RB835486 1 0 1

RB855536 1 1 2

RB928064 6 3 9

MSsat::rI::: ¥ RB835486 0 1 1

RB855536 0 0 0

RB928064 6 6 12

MS + Escuro RB835486 1 0 1

RB855536 0 0 0

RB928064 5 1 6

Ms;;cz‘c’rf::: ¥ RB835486 0 2 2

RB855536 0 0 0

Total 26 14 44

Segundo Grattapaglia e Machado (1990), a manutengdo da umidade
relativa alta desde a retirada das plantas do meio de cultura até se verificar a

retomada do crescimento da planta é um fator chave para sua sobrevivéncia.



33

Figura 16. Aclimatizagao das plantas formadas, sob os diferentes tratamentos: A. Claro + 0 g

L™ de sacarose; B. Claro + 60 g L" de sacarose; C. Escuro + 0 g L™ de sacarose; D. Escuro +
60 g L' de sacarose.
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5. CONCLUSOES

Nas condicdoes do presente experimento, o0s resultados obtidos

permitiram concluir que:

e As concentracdes de 2,4D de 1, 3, 6 e 9 mg L™ sdo igualmente eficazes

na indugao da embriogénese somatica.

e A expanséo dos calos foi maior com 1 mg L™" de 2,4-D para as cultivares
RB855536 e RB928064, e em torno de 3 mg L' de 2,4-D para a
RB835486.

e A presenga ou auséncia de sacarose no meio de cultivo ndo afetou a
germinagao dos embrides somaticos. O mesmo foi observado nos calos

mantidos no claro ou escuro, durante seu cultivo.
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ANEXO

Tabela 10. Resumo da andlise de regressdo’ para expansdo dos
calos em milimetros (mm) sob os diferentes niveis de
2,4-D para a cultivar RB835486

Somas de quadrados sequenciais - Tipo | (Type I)

Causas de

variagao G. L. S. Q. Q. M. Fc

bl 1 43.75 43.75 15.33**
b2 1 171.57 171.57 60.125**
Residuo 238 679.13 2.85

** Significativo ao nivel 1% de probabilidade
*: Desvio da regressao nulo

Tabela 11. Resumo da andlise de regressdo’ para expansdo dos
calos em milimetros (mm) sob os diferentes niveis de
2,4-D para a cultivar RB855536

Somas de quadrados sequenciais - Tipo | (Type I)

Causas de

variagao G. L. S.Q. Q. M. Fc
bl 1 19.17 19.17 7.88**
b2 1 54.53 54.53 22.43%*
Residuo 62 150.75 2.43

** Significativo ao nivel 1% de probabilidade
*: Desvio da regress&o nulo

Tabela 12. Resumo da andlise de regressdo’ para expansdo dos
calos em milimetros (mm) sob os diferentes niveis de
2,4-D para a cultivar RB928064

Somas de quadrados seqlienciais - Tipo | (Type I)

Causas de

variagao G. L. S. Q. Q. M. Fc
bl 1 173.84 173.84 64.97**
b2 1 7.13 7.13 2.66™
Residuo 286 765.23 2.68

** Significativo ao nivel 1% de probabilidade
*: Desvio da regress&o nulo



