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RESUMO

MELO, Emanuelle Ferreira. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2011.
Embriogénese somatica em cana-de-aglcar e aspectos morfoanatdmicos. Orientador:
Marcio Henrique Pereira Barbosa. Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli e
Marilia Contin Ventrella.

O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos de diferentes tipos de explantes e
reguladores de crescimento nas diferentes fases da embriogénese somatica de cana-de-agUcar,
cultivar RB867515 e caracterizar anatomicamente as fases deste processo nesta cultivar. Além
disso, foi avaliada a regeneracdo in vitro, via embriogénese somatica, nas cultivares
RB855536 e RB92579. Na primeira etapa do trabalho foram avaliados o uso de dois tipos de
explantes iniciais: folhas imaturas e pices caulinares na indugdo da embriogénese somatica
da cultivar RB867515, através da utilizagdo das auxinas (2,4-D, picloram ou dicamba) nas
concentracdes (2, 4, 6, e 8 mg.L™). Os calos embriogénicos primarios formados no meio de
indugéo foram transferidos para diferentes meio de multiplicagdo com a mesma composi¢éo
do meio de indugéo (tipo de regulador e concentragédo), que foi definida de acordo com o
regulador que apresentou a maior porcentagem de formagdo de calos embriogénicos.
Acrescido de 4 mg.L™" do 4cido indol-3-acético (AlA), 100 mg.L™" de L-asparagina e a
combinac&o destes dois. Para a etapa de maturacdo dos embrides somaticos foram testados o0s
efeitos da concentragdo de sacarose (30 e 60 g.L™) e do agente solidificante fitagel (2,5 e 5,0
g.L"), acrescidos a0 meio MS. Para a conversdo dos embrides soméaticos em plantas foram
testados dois tipos de meio de regeneragdo: meio MS basal e também o meio MS
suplementado com 1 mg.L™" de BAP e 1 mg.L™" de GAs. A porcentagem de conversio de
embrifes somaticos em plantas foi quantificada, de acordo com o meio de maturagdo
utilizado, apés 30 dias de cultivo. Para a caracterizagdo anatdmica do processo de
embriogénese somética a partir de tecidos foliares e apices caulinares foi empregada a
microscopia de luz e a microscopia eletrénica de varredura. O processo de regeneracgao in
vitro via embriogénese somaética nas cultivares RB855536 e RB92579, foi realizado a partir
do tipo de explante que melhor respondeu ao processo embriogénico na cultivar RB867515.

Foram também utilizados os melhores tratamentos observados nessa cultivar, para todas as
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etapas do processo embriogénico. O 2,4-D na concentragdo de 2 mg.L™ foi a auxina mais
eficiente na inducéo de calos embriogénicos em cana-de-aglcar, para os dois tipos de
explantes utilizados. O uso de apices caulinares como explantes iniciais permitiu uma maior
producéo de calos embriogénicos (72%), se comparado ao uso de folhas imaturas (59%), na
concentragdo de 2 mg.L™. Embrides somaticos de cana-de-aglicar, com uma alta taxa de
regeneracdo em plantas, foram obtidos com a adicdo de 60 g.L™ de sacarose e 5,0 g.L™ de
fitagel. Os diferentes explantes ndo diferiram entre si, quanto a sua capacidade de converséo
de embrides somaticos em plantas. Os estudos anatdmicos na cultivar RB867515, permitiram
a caracterizacdo do processo de embriogénese somatica e a confirmacdo desta via de
regeneracdo. A cultivar RB867515 apresentou maior porcentagem de formacdo de calos
embriogénicos e conversdo de embrides somaticos em plantas, do que as cultivares
RB855536 e RB92579. Sendo que, essas duas Ultimas cultivares ndo diferiram entre si quanto
a sua capacidade de formagéo de calos embriogénicos, multiplicacéo e conversdo de embrides
somaticos em plantas. Foi possivel a regeneracdo de plantas de cana-de-aglcar via
embriogénese somatica para as cultivares de RB867515, RB855536 e RB92579, num periodo

de 150 dias apds a inoculagdo dos explantes.



ABSTRACT

MELO, Emanuelle Ferreira. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December 2011.
Somatic embryogenesis in sugarcane and morphoanatomical aspects. Adviser: Marcio
Henrique Pereira Barbosa. Coadvisers: Edgard Augusto de Toledo Picoli and Marilia Contin
Ventrella.

This study was carried out to evaluate the effects of the different explants types and growth
regulators at different phases of the somatic embryogenesis in sugarcane, RB867515 cv., as
well as to anatomically characterize the phases of this process in this cultivar. In addition, the
in vitro regeneration was evaluated via somatic embryogenesis in cultivars RB855536 and
RB92579. In the first stage of the work, the use of two types of the initial explants were
evaluated: immature leaves and shoot tips in the induction of the somatic embryogenesis of
the cultivar RB867515, by using the auxins (2,4-D, picloram or dicamba) at concentrations (2,
4,6, and 8 mg.L™). The primary embryonic calluses formed during induction were transferred
to different multiplication media, as maintaining the same composition of the induction
medium (regulator type and concentration), that was defined according to the regulator
presenting the highest percent formation of embryonic calluses, as being added 4 mg.L™ of
the indol-3-acetic acid (AIA), 100mg.L™ of L-asparagine and the combination of those two.
For the maturation stage of the somatic embryos, the effects of either sucrose concentration
(30 and 60 g.L™) and solidifying agent so-called phytagel (2.5 and 5.0 g.L") added to MS
medium were tested. For conversion of the somatic embryos in plants, two types of the
regeneration medium were tested: basal MS medium and also the MS medium supplemented
with 1mg.L™" of BAP and 1mg.L™ of GAs. After 30-days culture, the percent conversion of
the somatic embryos in plants were quantified according to the used maturation medium. For
the anatomical characterization of the somatic embryogenesis process from the leaf tissues
and shoot tips, the light microscopy and scanning electron microscopy were used. The in vitro
regeneration process through somatic embryogenesis in the cultivars RB855536 and RB92579
were accomplished from the explant type showing the best response to embryogenic process
in the cultivar RB867515. The best treatments observed in this cultivar were also used in all

stages of the embryogenic process. The 2.4-D at concentration of 2 mg.L™ was the most
X



efficient auxin in inducing the embryogenic calluses in sugarcane, for both types of the
explants used. The use of shoot tips as initial explants made possible a higher production of
the embryogenic calluses (72%), when compared to the use of immature leaves (59%) at the
concentration of 2 mg.L™. Somatic sugarcane embryos, with high regeneration rate in plants,
were obtained with the addition of 60 g.L™* of sucrose and 5.0 g.L™* of phytagel. The different
explants did not differ among themselves, as for their ability to convert the somatic embryos
into plants. In the cultivar RB867515, the anatomical studies turned possible the
characterization of the somatic embryogenesis and the confirmation of this regeneration way.
The cultivar RB867515 showed higher percent formation of embryogenic calluses and the
conversion of somatic embryos into plants than the cultivars RB855536 and RB92579. Those
two cultivars did not differ in relation to the ability to form embryogenic calluses,
multiplication and conversion of somatic embryos into plants. For the cultivars RB867515,
RB855536 and RB92579, the regeneration of sugarcane plants were possible through somatic

embryogenesis during 150-days period after inoculation of the explants.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de agucar e etanol produzidos a partir da cana-de-
aglcar, bem como o maior exportador destes produtos. A cultura da cana-de-agUcar apresenta
grande importancia econbmica, pois é fonte de matéria-prima para a produgdo de acUcar,
etanol e biomassa para a alimentagdo animal, destacando-se como uma das principais culturas
agricolas do pais. Além disso, h4 a geracdo de subprodutos nas usinas de acucar e &lcool,
como a vinhaga, torta de filtro e 0 bagaco que a partir da sua queima permite a co-geracdo de
energia elétrica.

A crescente preocupagdo com o0 aumento do aquecimento global levou ao
desenvolvimento de tecnologias alternativas e sustentaveis, que diminuam a emissdo de gases
poluentes e, neste sentido, a cana-de-agucar destaca-se como uma op¢ao de energia renovavel
e alternativa ao uso de combustiveis derivados do petréleo.

Devido ao seu destaque e importancia na economia mundial, a cultura da cana-de-
aclcar estd inserida em programas de melhoramento genético, visando & introducdo de
caracteristicas de interesse agronémico, como a produtividade elevada, aumento no teor de
sacarose, tolerancia as principais pragas e patdgenos e tolerncia a herbicidas, sendo que,
nestes programas, a transformacéo genética € uma importante ferramenta para a obtengéo de
variedades agronomicamente superiores.

Os avancos nas areas de cultura de tecidos, biologia molecular e engenharia genética,
tém proporcionado o desenvolvimento de novas plantas com caracteristicas agrondmicas
desejaveis, através da transformacdo genética. A cana-de-agucar apresenta caracteristicas que
a tornam uma excelente cultura para o melhoramento através da transformagéo, pois possui
facilidade para a regeneracdo de plantas a partir do cultivo de calos in vitro e também
possibilita a multiplicagdo do material vegetal por meio da micropropagagéo.

Uma via de regeneracdo comumente utilizada na obtencdo de plantas transformadas €
a embriogénese somatica. Neste caso, as células somaticas se diferenciam em embriGes
somaticos, seguindo etapas semelhantes as da embriogénese zigética. A utilizacdo da
embriogénese somatica permite altas taxas de multiplicagdo do material vegetal, além disso,
0os embrifes somaticos podem ser produzidos de forma sincronizada, com elevada
uniformidade e estabilidade. O desenvolvimento de um eficiente protocolo de embriogénese
somatica é importante por permitir condigbes para que seja realizada a transformagéo

genética.



Em cana-de-acUcar, a obtencdo da embriogénese somatica geralmente se da através do
cultivo de segmentos foliares imaturos em meio de cultura contendo diferentes auxinas, como
0 2,4-D ou picloram. Entretanto, como a resposta morfogénica é gendtipo-dependente, é
fundamental que seja realizada a adaptagéo de protocolos para cada cultivar a ser utilizada.

Devido a importancia que a cultura da cana-de-agucar representa para o Brasil e 0
mundo, torna-se necessaria a busca de alternativas para o seu melhoramento genético,
principalmente no que se diz respeito ao melhor entendimento do processo de embriogénese
somatica e regeneracéo de plantas in vitro, pois estas técnicas formam a base para uma efetiva
exploragéo da tecnologia dos transgénicos.

O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos de diferentes tipos de
explantes e reguladores de crescimento nas diferentes fases da embriogénese somaética de
cana-de-agUcar, cultivar RB867515 e caracterizar anatomicamente as diferentes fases do
processo embriogénico nesta cultivar. Além disso, foi avaliado o processo de regeneragéo in

vitro via embriogénese somaética nas cultivares RB855536 e RB92579.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma planta aldgama pertencente a familia Poaceae. Ela é originaria
do Sudeste Asiatico, entre as regifes da Indonésia e Nova Guiné. A cana pertence ao género
Saccharum e neste género ha seis espécies descritas: Saccharum officinarum, S. spontaneum,
S. robustum, S. sinense, S. barbieri e S. edule (Daniels e Roach, 1987).

As atuais cultivares de cana-de-acucar sdo plantas altamente polipldides e resultado de
hibridizacdes interespecificas envolvendo as espécies S. officinarum L. (2n = 80
cromossomos), a qual contribui com um alto teor de sacarose e S. spontaneum L. (2n = 40 —
128 cromossomos) responsavel pelo vigor vegetativo e resisténcia a estresses bioticos e
abidticos (Ming et al., 2001).

O Brasil destaca-se como lider mundial na producdo de aglcar e alcool de cana, e

também como o maior exportador destes produtos. De acordo com estimativas da safra



2011/2012 fornecidas pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011), a &rea
cultivada com cana-de-agucar que serd colhida e destinada a atividade sucroalcooleira esta
estimada em 8.434,3 milhdes de hectares, distribuidos em todos estados produtores. S&o Paulo
destaca-se como o maior estado produtor de cana-de-agucar, seguido por Minas Gerais,
responséavel por 9,0% da producdo nacional (759,21 milhGes de hectares). A previsdo do total
de cana moida na safra 2011/12 é de 588,915 milhdes de toneladas, sendo que deste total,
288,287 milhdes de toneladas serdo empregadas na producdo de aglcar (48,95% da produgéo
total).

Atualmente, aproximadamente 58% da éarea cultivada com cana-de-aglicar no pais
contém cultivares desenvolvidas pela Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do
Setor Sucroalcooleiro — RIDESA, que é composta por dez universidades federais, incluindo a
Universidade Federal de Vigosa.

As cultivares RB867515, RB855536 e RB92579 foram desenvolvidas pelas seguintes
universidades: Universidade Federal de Vigosa (UFV), Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar) e Universidade Federal de Alagoas (UFAL), respectivamente. Essas cultivares
apresentam uma alta producdo agricola, alto teor de sacarose e toler&ncia as principais
doengas de importancia econdmica na cultura.

A importéncia que a cultura da cana-de-agucar representa, tanto no cenario nacional
quanto no internacional, trds inimeros beneficios para o pais. Apesar da grande relevancia da
producéo de acucar, o principal responsavel pela crescente projecdo da cultura é a producéo
do etanol.

A preocupacéo mundial com o abastecimento energético para 0s meios de transporte e
a necessidade de se reduzir as emissdes de didxido de carbono (CO,), através da utilizagéo de
uma fonte de energia mais limpa e que seja uma alternativa ao uso do petrdleo e seus
derivados, faz do etanol uma excelente opg¢do. Além disso, o crescimento da frota de veiculos
flex e a valorizagdo deste combustivel no mercado internacional, aumentaram a demanda
interna de alcool e impulsionaram o crescimento do setor sucroalcooleiro nacional.

Neste contexto, uma abordagem integrada combinando estratégias de melhoramento
convencional e molecular podem permitir & industria da cana-de-aglcar em todo o mundo

enfrentar os desafios do futuro (Lakshmanan et al., 2005).



2.2 Cultivo in vitro de cana-de-agucar

Desde 1960, década em que comegaram 0s estudos em biotecnologia na cana-de-
agUcar, a cultura de células e tecidos in vitro tem se mostrado uma ferramenta atil para
diversas atividades de pesquisa.

Os estudos iniciais realizados por Nickell (1964), Heinz e Mee (1969) e Barba e
Nickell (1969), levaram a exploracdo das técnicas de cultivo in vitro de cana-de-aglcar a
diversas abordagens, como a micropropagagéo de plantas (Behera e Sahoo, 2009; Pandey et
al., 2011), a conservacéo de germoplasma (Lemos et al., 2002; Sarwar e Siddiqui et al., 2004;
Watt et al., 2009; Chandran, 2010), a variagdo somaclonal (Singh et., 2008; Badawy et al.,
2008; Shahid et al., 2011; Shomeili et al., 2011), a embriogénese somética (Mittal et al., 2009;
Suprasanna et al., 2010; Basnayake et al., 2011) e a transformagéo de plantas (Arencibia et al.,
1999; Manickavasagam et al., 2004; Molinari et al., 2007).

A regeneragdo de plantas de cana-de-agUcar através do cultivo in vitro pode ocorrer
através de duas rotas morfogénicas: a organogénese e a embriogénese somatica.

Na organogénese ocorre a regeneracdo do material vegetal diretamente a partir de
meristemas apicais ou de segmentos foliares imaturos (Lakshmanan et al., 2006; Snyman et
al., 2006; Khan et al., 2008; Pathak et al., 2009). J& no processo de embriogénese somatica, as
células sométicas cultivadas in vitro so induzidas a formar embrifes, que podem ser obtidos
segundo dois padrdes de desenvolvimento: o direto, sem que ocorra a formagdo de um estagio
intermediério de calos (Watt et al., 2009; Suprasanna et al., 2010) e o indireto, com a
formacé&o de calos (Wamaitha et al., 2010; Basnayake et al., 2011).

A embriogénese somética é importante, pois além de permitir a multiplicagdo de
gendtipos superiores, pode ser uma ferramenta bastante atil para estudos de processos
bioquimicos, fisioldgicos e morfoldgicos dos sistemas vegetais, e por permitir a regeneracdo

de plantas geneticamente transformadas (Guerra et al., 1999).

2.3 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica é a producdo de embribes a partir de uma célula isolada ou

um pequeno grupo de células que, por meio do cultivo in vitro dar@o origem a embrides
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somaticos. Neste caso, estruturas semelhantes a embrides zigoticos se desenvolvem a partir de
células sométicas, seguindo uma sequéncia de estadios caracteristicos da embriogénese
zigotica, dando origem a uma planta, sem que ocorra a fuséo de gametas (Jimenez, 2001).

Segundo Guerra et al. (1999), uma caracteristica marcante dos embrides somaticos € a
presenca de um sistema vascular fechado, sem conexao vascular com os tecidos do explante
inicial. Esta caracteristica aliada a sua bipolaridade (presencga de &pices caulinar e radicular),
permite a disting&o entre os processos de embriogénese e organogénese (Falco et al., 1996).

A utilizacdo da embriogénese somaética apresenta diversas vantagens, como: alta taxa
de multiplicacdo do material vegetal, obtencdo de uma grande quantidade de propagulos
(embribes somaticos) e producdo de forma sincronizada, com alto grau de uniformidade. A
embriogénese pode também ser utilizada como uma ferramenta integrada a programas de
melhoramento genético, em especial quando associada as técnicas de transformacgdo de
plantas e engenharia genética (Guerra et al., 1999). Para Marcano et al. (2002), a
embriogénese oferece muitos beneficios a cultura da cana-de-acucar, particularmente no que
diz respeito & introducéo de genes de interesse, a producdo massiva de embrides somaticos
utilizados para a transformacéo genética e a produgdo de sementes sintéticas ou artificiais.

De acordo com Suprasanna et al. (2005), o emprego da embriogénese somaética na
cultura da cana-de-agucar tem dois objetivos principais: o desenvolvimento de um método
reprodutivel para a propagacdo rapida de plantas e a obtencdo de um eficiente sistema de
regeneracdo de embriBes somaticos utilizados para a transformacdo genética. No entanto,
ainda de acordo com 0s mesmos autores, a criacdo de um sistema de producgédo de calos
embriogénicos em grande escala, o estabelecimento de culturas embriogénicas em gendtipos
diferentes, a manutencdo das culturas a longo prazo, com uma boa taxa de regeneragdo e o
controle da variacdo somaclonal, continuam a ser um desafio.

No processo de embriogénese somética podem ser observados dois padrdes basicos de
desenvolvimento: um modelo direto, chamado embriogénese somaética direta (ESD) no qual
0s embrides sométicos originam-se a partir dos tecidos matrizes sem a formacdo do estagio
intermediario de calos e um modelo indireto, ou embriogénese somatica indireta (ESI), onde
h& formacéo de um tecido intermediario, o calo, o qual apresenta células em diversos estadios
de diferenciagdo e, conseqiientemente com diferentes graus de determinagdo, que podem
adquirir novas competéncias mediadas por mensageiros quimicos especificos (Guerra et al.,
1999).



Em cana-de-agucar, varios trabalhos tém relatado o emprego da embriogénese
somatica, seja através de modelos diretos (Desai et al., 2004; Snyman et al., 2006, 2011; Shah
et al., 2009; Watt et al., 2009), indiretos (Mittal et al., 2009; Kaur e Gosal, 2009), ou atraves
da comparacdo dos dois modelos (Ali et al., 2007; Suprasanna et al., 2010; Van Der Vyver,
2010).

Estudando o processo de transformacdo e regeneracdo de plantas pelo método do
bombardeamento de particulas, Van Der Vyver (2010), utilizou embrides de cana-de-agucar
produzidos via ESD e ESI. As duas rotas de desenvolvimento estudadas possibilitaram a
regeneracdo de embrifes somaticos, expressando o gene reporter GFP (green fluorescent
protein).

Segundo Steiner et al. (2008), o processo de embriogénese somatica pode ser dividido
em dois ciclos bésicos: o ciclo de indugdo e multiplicacdo das culturas embriogénicas e o
ciclo de maturagdo, onde serdo obtidos embrides somaticos maduros, passiveis de
regeneracao.

A etapa de indugdo de calos embriogénicos é um dos passos principais no processo de
embriogénese somética. Esta etapa inicial é considerada critica, pois nesta fase sdo
estabelecidas a polaridade e a camada protodérmica (Bozhkov et al., 2002). Varios sdo 0s
fatores que afetam este processo, dentre eles destacam-se o tipo, estadio de desenvolvimento e
fonte do explante inicial, composicdo do meio de cultura e o balango hormonal estabelecido,
além do gendtipo da planta matriz (Guerra et al., 1999; Jiménez, 2001).

Nos ultimos anos, vérios protocolos foram estabelecidos para a regeneragdo de plantas
via embriogénese somatica indireta em cana-de-agucar, por meio da utilizaco de diferentes

tipos de explantes e reguladores de crescimento (Tabela 1).



Tabela 1. Regeneracéo de plantas via embriogénese somética indireta em cana-de-agUcar.

Tipo de Regulador de  Concentragéo Genotipos Referéncias
explante crescimento (mg.L™h
Folhas imaturas 2,4-D 3 16 cultivares Basnayake et al., 2011
diferentes
2,2 SP-803280 Macedo, 2010
2:4:8 RB872552 Silva, 2010
3 SP-241 Asad et al., 2009
3 CP52-43 Nieves et al., 2008
3 GT 54-9, NCo 310 Badawy et al., 2008
e Co413
2 JA-605 e C-8751 Linacero et al., 2001
3 SP-701143 e Falco et al., 1996
SP-791011
1:3;6e9 RB855536, Heerdt, 2008
RB928064 e
RB835486
2,4-D, 1,1:2,2:33e4,4 RB867515, Ramos, 2011
Dicamba e RB928064 e
CPA RB925345
2,4-D + 3+0,1 RB835486 De Jesus, 2010
cinetina
2,4-D + BAP 4+05 CoJ 64, CoJ83 e Kaur e Gosal, 2009
CoJ 86
Inflorescéncias 2,4-D + 5: 10; 20; 40 e 50 + Saccharum edule Chandran, 2011
imaturas ANA 1
2,4-D 1 C0-91010 e CoC-671 Suprasanna et al., 2005
2,4-D 3 CP-5243 Nieves et al., 2003
Meristemas 2,4-D 2 NiF8 Wamaitha et al., 2010
apicais
2,4-D 3 1J76-316 Ahloowalia e Maretzki,
1983
Apices 2,4-D + 4+05 CoJ 64, Col 83 e Mittal et al., 2009
caulinares cinetina CoJ 88
2,4-D 5 RB739735, Cidade et al., 2006
RB758540 e
Chunnee

Diversos tipos de explantes iniciais tém sido empregados no processo embriogénico
em cana de aglcar. De acordo com Lakshmanan (2006), praticamente todas as partes da
planta produzem calos embriogénicos, porém, as folhas imaturas (Chengalrayan & Gallo-
Meagher, 2001; Lakshmanan et al., 2006 Snyman et al., 2011) e inflorescéncias em
desenvolvimento (Gallo-Meagher et al., 2000; Desai et al., 2004), sd@o muito prolificos,

portanto, so os tecidos-alvos preferidos para uma producéo rapida de calos embriogénicos. A
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utilizagdo de apices caulinares tem sido pouco relatada na literatura, portanto, o uso deste tipo
de explante, pode ser uma alternativa no processo de inducdo, formacdo de embriGes
somaticos e regeneracgao de plantas.

A iniciacdo da embriogénese somética se d& através da adicdo de reguladores de
crescimento ao meio de cultura e, dentre estes, as auxinas destacam-se como a classe de
reguladores de crescimento mais utilizadas no processo embriogénico (Cooke et al., 1993).
Como pode ser observado na tabela 1, o 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) é o regulador
de crescimento mais empregado no processo de inducdo de embriogénese somatica em cana-
de-acucar.

Entretanto, ha relatos de inducdo de calos embriogénicos em meio suplementado com
outras auxinas, como por exemplo, o picloram - &cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
(Fitch e Moore, 1990; Irvine et al, 1991; Chengalrayan et al., 2005) e o dicamba - &cido 3,6-
dicloroanisico (Brisibe et al., 1994; Ramos, 2011).

Goel et al. (2010) testaram diferentes tipos (2,4-D, ANA - 4cido naftalenoacético e
AIB - 4cido indolbutirico) e concentragdes (1, 2, 3 e 4 mg.L™") de auxinas na producéo de
calos embriogénicos em cana-de-agUcar. Eles observaram que a porcentagem de formag&o de
calos embriogénicos foi influenciada pelo tipo e concentracdo da auxina e que a freqiiéncia de
formacé&o de calos em meio acrescido com ANA e AlB foi significativamente menor do que a
obtida com 0 2,4-D.

Além do uso das auxinas, sdo também encontradas associacBes entre auxinas e
citocininas no processo de indugéo de embriogénese em cana-de-aglcar, como por exemplo o
uso de 2,4-D + Cinetina (Sinha et al., 2000; Gill et al., 2004; Mittal et al., 2009) e 2,4-D +
BAP - benzilaminopurina (Geetha e Padmanabhan, 2001; Kaur e Gossal, 2009).

Um outro fator que afeta a resposta embriogénica da cana-de-aglcar € o gendtipo
empregado. A utilizacdo de um determinado gendtipo depende da sua capacidade de formacéo
de calos embriogénicos e a sua regeneragdo em plantas. Segundo Gandonou et al. (2005), a
capacidade de producéo de calos embriogénicos é genotipo-dependente.

A conversdo dos embrides somaticos em plantas é a fase final do processo de
embriogénese somatica. A regeneracao geralmente ocorre em meio desprovido de reguladores
de crescimento e na presenca da luz (Garcia et al., 2007; Watt et al., 2009; Suprasanna et al.,
2010; Van Der Vyver et al., 2010; Basnayake et al., 2011), porém, este processo pode ser
potencializado pela utilizagdo de diferentes reguladores (Ali et al., 2008; Nieves et al., 2008;
Kaur e Gosal, 2009; Goel et al., 2010; Wamaitha et al., 2010).



A caracterizacdo anatdmica da embriogénese somética em cana-de-agUcar, nas suas
diferentes fases é importante, pois permite o entendimento e a confirmagdo desse processo.
No processo morfogénico, duas vias de regeneragdo podem ocorrer, a organogénese e a
embriogénese somatica, portanto o estudo anatdmico do material vegetal possibilita a
distingdo do processo embriogénico da organogénese (Ho e Vasil, 1983 a, b; Falco et al.,
1996; Ramos, 2011). No entanto, como a resposta morfogénica € genotipo-dependente, s&o

necessarias adaptacdes de metodologias de acordo com os gendtipos utilizados.

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos laboratorios: de Cultura de Tecidos e Células
Vegetais do Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia, de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal e no Nucleo de Microscopia e Microanélise localizados na

Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

3.1 Desinfestacdo e preparo dos explantes

3.1.1 Estudo de diferentes tipos de explantes iniciais na indugdo da embriogénese
somaética da cultivar RB867515

Para o estudo de diferentes tipos de explante inicial na indugdo da embriogénese
somatica foram utilizados dois tipos de explantes: folhas imaturas de material proveniente do

campo e apices caulinares de material j4 estabelecido em laboratorio.



3.1.1.1 Fonte de explantes: Folhas imaturas

Para o estabelecimento in vitro, foram utilizadas ponteiras de aproximadamente 50 cm
de comprimento. Elas foram coletadas de plantas com aproximadamente 10 meses de idade,
na Estacdo Experimental do Aeroporto da UFV.

O preparo e desinfestacdo do material vegetal foi realizado segundo Melo et al.
(2011), com modificagBes. Apo6s a coleta, as folhas mais externas das ponteiras foram
eliminadas uma a uma até a visualizagdo do ultimo nd. As ponteiras foram reduzidas a
palmitos com aproximadamente 8,0 cm de comprimento e 1,0 cm de didmetro, sendo estes
mantidos em &gua deionizada, para evitar a desidratacdo até o inicio da desinfestacdo.
Posteriormente, os palmitos foram pré-desinfestados em agua com detergente na concentracéo
1:1 durante 10 minutos, e em seguida 10 minutos em Agrimaicin*-500 (4 g.L™"). Ap6s essas
duas etapas o material vegetal foi lavado em 4agua deionizada por trés vezes. Em seguida os
palmitos foram imersos por 20 minutos em &gua sanitaria comercial (2,0 a 2,5% de cloro
ativo) diluida em agua deionizada na concentragdo 1:1, e entdo lavados em &gua deionizada
autoclavada por trés vezes. Logo apds a pré-desinfestagdo, foram extraidos dois pares de
folhas de cada explante.

Os explantes foram entéo levados para cdmara de fluxo laminar e desinfestados em
alcool 70% (v/v) durante 1 minuto e apds este periodo foram mantidos em &gua sanitaria
comercial (2,0 a 2,5% de cloro ativo) durante 20 minutos, acrescida de 3 gotas do agente
surfactante Tween-20®. Entre cada etapa, 0s explantes foram enxaguados trés vezes com agua
deionizada autoclavada.

Apos a desinfestacgéo, os explantes foram reduzidos a cilindros de folhas imaturas de 2
mm de didmetro e cortados transversalmente em segmentos de 2-3 mm, sendo entdo
incubados em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
acrescido de 30 g.L* de sacarose, 100 mg.L™* de mio-inositol, 100 mg.L™ de écido citrico, 15
mg.L™* de 4cido ascorbico e solidificado com 2,5% de fitagel. Em cada placa de Petri foram
inoculados 6 explantes. Foram ainda acrescidos ao meio os reguladores de crescimento

correspondentes a cada tratamento.
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3.1.1.2 Fonte de explantes: &pices caulinares

Apoés a coleta do material vegetal e a desinfestacdo, descritas anteriormente, 0s
explantes foram reduzidos a 10 mm de comprimento por 2 mm de didmetro e inoculados
individualmente em tubos de ensaios de dimensé&o 25 x 150 mm com tampa de polipropileno.
Cada tubo contendo 10 ml de meio basico MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30
g.L™" de sacarose, 100 mg.L™ de mio-inositol, 100 mg.L™ de 4cido citrico, 15 mg.L™ de &cido
ascorbico, solidificado com 7,0 g.L™* de 4gar, 0,25 mg.L™ de cinetina, e 0,5 mg.L™ de 6-
benzilaminopurina (BAP). Os explantes foram incubados em sala com temperatura controlada
de 27 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz, ¢ irradiancia de + 52 pmol m™ s, fornecida por
lampadas fluorescentes (Osram, luz do dia, 40 W).

Apb6s 21 dias, os explantes foram transferidos para frascos de 350 ml (1
explante/frasco) com tampas de polipropileno, contendo 30 mL do mesmo meio utilizado
anteriormente. As plantas foram incubadas nas mesmas condigOes descritas anteriormente e
repicadas a cada 21 dias. Foram necessérias trés repicagens até a obtencdo do material
necessario para realizagdo dos experimentos. Os &pices caulinares, formados pelo meristema
apical e trés a cinco primdrdios foliares adjacentes (didmetro de aproximadamente 1-2 mm),
foram excisados e estabelecidos em placas de Petri (6 explantes/placa) com meio MS
acrescido dos reguladores de crescimento correspondentes a cada tratamento.

As analises estatisticas dos pardmetros avaliados foram realizadas utilizando-se o
programa SISVAR (Ferreira, 1999). Foi realizada a analise de variancia, sequida de analise de
regressdo e, quando necessario, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

As etapas do processo de obtencdo dos diferentes tipos de explantes utilizados na

inducéo da embriogénese somatica de cana-de-agucar estdo esquematizadas na Figura 1.
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Figura 1. Esquema representativo dos diferentes explantes utilizados na inducdo da embriogénese
somatica em cana-de-agUcar. Barras: 1 mm.
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3.2 Indugdo da embriogénese somética

Para a inducéo de calos e do processo de embriogénese somatica foram utilizadas trés
diferentes auxinas 2,4-D, Picloram e Dicamba nas concentracdes de 2, 4,6 e 8 mg.L'l mais o
controle, sem a adi¢do de auxinas. A unidade experimental correspondeu a uma placa de Petri
composta de seis explantes. As placas foram mantidas no escuro em sala de crescimento com
temperatura controlada 27+2°C durante 60 dias.

O experimento foi instalado no delineamento em blocos casualizados (DBC), segundo
0 esquema fatorial 3x4, composto de quatro blocos. Os blocos consistiram nos quatro dias em
que os experimentos foram implantados. Os calos foram observados diariamente em lupa
estereoscopica.

Apos 30 dias em meio de indugdo foi avaliada a porcentagem de calos formados nos
diferentes tratamentos e, apos esta avaliacdo, os calos foram transferidos para um meio de
cultura novo, contendo a mesma concentracdo de reguladores de crescimento utilizada
anteriormente. Decorridos mais 30 dias ap0s essa transferéncia, foi avaliada a porcentagem de

calos embriogénicos formados em cada tratamento.

3.3 Teste histoquimico para deteccéo de culturas embriogénicas

Além da andlise visual, para a diferenciagdo de calos embriogénicos e ndo
embriogénicos foi realizado ainda o teste histoquimico através da dupla coloragdo com o0s
corantes azul de Evans e carmim acético (Durzan, 1988), para confirmacéo da presenca de
células embriogénicas na massa de calos. Para tanto, foram coletadas amostras constituidas de
100 mg de calos, as quais foram adicionadas 2 gotas do corante azul de Evans (0,1% p/v) por
2 a 3 minutos em uma lamina de microscopia 6tica. Apos este periodo, foi retirado o excesso
do azul de Evans e foram adicionadas 2 gotas do corante carmim acetico (2% p/v) pelo
mesmo periodo de tempo. O excesso de corante foi retirado e em seguida adicionadas de uma
a duas gotas de agua. As amostras foram cobertas com uma laminula, e as I[&minas prontas

receberam leves batidas com um bastéo de vidro, para espalhar o material. As observagdes e
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documentacdes deste material foram realizadas em fotomicroscopio (Olympus AX70)

equipado com sistema U-photo.

3.4 Multiplicagéo dos calos embriogénicos

Para a multiplicagdo dos calos embriogénicos, foi utilizada a mesma composigéo do
meio de inducdo (tipo de regulador e concentragdo), que foi definida de acordo com o
regulador que apresentou uma maior porcentagem de formagéo de calos embriogénicos. Neste
meio foi acrescido ainda 4 mg.L™ do &cido indol-3-acético (AIA), 100 mg.L™" de L-asparagina
e a combinacéo destes dois. Os calos embriogénicos foram cultivados em placas de Petri e
mantidos no escuro em sala de crescimento com temperatura controlada de 27+2°C.

O delineamento utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado (DIC) composto
de doze repeti¢des (placas) por tratamento. O crescimento dos calos foi quantificado através
da diferenca do peso final dos calos embriogénicos apds 30 dias em meio de multiplicacdo
pelo peso inicial dos mesmos, avaliado em balanca de precisdo. Apos este periodo os calos

embriogénicos foram transferidos para a etapa de maturagdo dos embrides.

3.5 Maturacao dos embrides somaticos

Nesta etapa foram testados os efeitos da concentracéo de sacarose (30 e 60 g.L™) e do
agente solidificante fitagel (2,5 e 5,0 g.L™), acrescidos a0 meio MS + 5 pM de 4cido abscisico
(ABA) para a maturacdo dos embrides somaticos. Os embrides somaticos foram cultivados
em placas de Petri e mantidos no escuro em sala de crescimento com temperatura controlada
27+2°C.

O delineamento utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado (DIC), segundo
0 esquema fatorial 2x2, composto de doze repetigdes (placas) por tratamento. Apés 30 dias de

cultivo os embrides somaticos maturados foram transferidos para o meio de regeneracao.
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3.6 Regeneracdo dos embrides somaticos

Para obter a regeneracéo dos embrides soméaticos maduros foram testados dois tipos de
meio de regeneracdo: meio MS basal e também o meio MS suplementado com 1 mg.L™ de
BAP e 1 mg.L'l de GAs;. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura controlada 27+2°C e fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas de escuro, com
irradiancia de 30 pmol. m™?. s™, obtida com lampadas fluorescentes de 40 W Osram®. A
porcentagem de embriGes somaticos regenerados foi quantificada, de acordo com o meio de
maturacdo utilizado, ap6s 30 dias de cultivo.

Os embrides que se regeneraram em plantulas foram transferidos para frascos,
contendo 0 mesmo meio de cultivo MS, para um melhor desenvolvimento, permanecendo

nestes por mais 30 dias.

3.7 Aclimatizagéo das plantas

As plantas obtidas foram transferidas para tubetes e mantidas em céamara de
nebulizacdo por 15 dias. Apos este periodo as plantas foram transplantadas para vasos e
levadas para casa-de-vegetacao.

As etapas do processo de embriogénese somética estdo esquematizadas na Figura 2.
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Figura 2. Esquema do processo de indugdo de embriogénese somatica em cana-de-agUcar. Entre cada
etapa foi transcorrido um periodo de 30 dias.
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3.8 Estudos Anatémicos

3.8.1 Microscopia de Luz

3.8.1.1 Anatomia dos calos embriogénicos e embrides somaticos

Para a caracterizacdo anatdmica do processo de embriogénese somética a partir de
tecidos foliares e &pices caulinares, foram coletados trés explantes por tratamento, em
intervalos de 0, 1, 2, 4, 8, 10, 15, 30, 45 e 60 dias de cultivo em meio para inducéo. Foram
coletados também calos embriogénicos em meio de maturagdo e regeneracao.

As amostras coletadas foram fixadas em FAAs, (formaldeido, acido acético e etanol
50%) durante 48 horas sob vacuo e estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940). Elas foram
desidratadas em série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica). Os
blocos foram cortados transversal e longitudinalmente em sec¢bes de 5um de espessura em
micrétomo rotativo (Leica RM 2155-UK). Os cortes foram corados com azul de toluidina
para metacromasia (O’Brien et al., 1964) e as laminas montadas em resina sintética
(Permout).

As observacdes e documentagdes foram realizadas em fotomicroscopio (Olympus

AX70) equipado com sistema U-photo.

3.8.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Esta etapa do trabalho foi realizada no Nucleo de Microscopia e Microanalise da
Universidade Federal de Vigosa.

A MEV foi empregada na observacdo e descricdo dos caracteres morfologicos
associados aos explantes iniciais, calos embriogénicos e n&o-embriogénicos e calos em
processo de maturacéo e regeneracao.

As amostras fixadas em etanol 70% foram desidratadas em série etilica e levadas a
secagem em ponto critico de CO,. As amostras foram colocadas nos suportes com fita dupla-

face e posteriormente metalizadas com ouro. As observacdes e documentacdes das imagens
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foram realizadas em microscopio eletronico de varredura (modelo Zeiss, LEO 1430 VP,

Cambridge, Inglaterra).

3.9 Estudo da embriogénese somatica e regeneracédo in vitro das cultivares RB855536 e
RB92579

Foi também estudado o processo de embriogénese somatica nas cultivares de cana-de-
aclcar RB855536 e RB92579. Para tanto, foi utilizado o tipo de explante que melhor
respondeu ao processo embriogénico. Foram também utilizados os melhores tratamentos

observados na cultivar RB867515, para todas as etapas estudadas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inducgéo da embriogénese somatica

A formacéo de calos teve inicio apds 3 dias de cultivo para os dois tipos de explantes.
Neste periodo, eles j& se apresentavam intumescidos e com o inicio da formacdo de calos
particularmente nas extremidades dos explantes onde foram seccionados. Todas as
concentracdes de auxinas testadas promoveram a formagdo de calos, exceto o tratamento
controle. A porcentagem de formagé&o de calos nos dois tipos de explantes utilizados diminuiu
linearmente com 0 aumento da concentracdo para todas as auxinas.

Nas folhas imaturas (Figura 3), a interacdo entre as diferentes auxinas e as
concentragdes utilizadas foi ndo significativa (P > 0,05). A andlise das concentracbes das
auxinas por meio de polindmios ortogonais (Pimentel-Gomes, 1985), apresentou efeito linear
significativo (P < 0,05), indicando que ha uma reducéo na porcentagem de formacéo de calos
a medida que aumenta a concentracdo das auxinas.

As auxinas 2,4-D e Picloram foram as mais eficientes na formacdo de calos, diferindo-
se estatisticamente do dicamba, que apresentou as menores médias (P < 0,05). A concentragdo

de 2 mg.L", proporcionou maior porcentagem de formacio de calos para as trés auxinas
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utilizadas. A porcentagem média de formacdo de calos variou um méximo de 86% e 85%

(2,4-D e picloram, respectivamente, em 2 mg.L™") a 69% em 8 mg.L™ de dicamba.
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Figura 3. Porcentagem de formacédo de calos a partir de folhas imaturas de cana-de-agUcar, cultivar
RB867515, apds 30 dias em meio de inducao.

Nos experimentos utilizando apices caulinares (Figura 4), a interacdo entre as auxinas
e as concentracdes testadas foi ndo significativa (P > 0,05). A analise das concentra¢des das
auxinas por meio de polindbmios ortogonais apresentou efeito linear significativo (P < 0,05).
Analisando a figura 4, pode-se observar que a formacao de calos é inversamente proporcional
ao aumento da concentracdo das auxinas, ou seja, a concentragio de 2 mg.L™* foi a mais
eficiente na formagé&o de calos para todas as auxinas testadas.

Para este tipo de explante, houve uma alta porcentagem de formagdo de calos,
variando de 98% no tratamento 2 mg.L™ de 2,4-D a 85% em 8 mg.L™ de dicamba. A auxina
2,4-D diferiu estatisticamente apenas do dicamba (P < 0,05), apresentando as maiores médias
de formagdo de calos (96,25%). Comparando-se a porcentagem de formagdo de calos entre

apices caulinares e folhas imaturas de cana-de-agUcar, os primeiros foram mais responsivos.
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Figura 4. Porcentagem de formacdo de calos a partir de apices caulinares de cana-de-aglcar, cultivar
RB867515, apds 30 dias em meio de inducao.

A inducéo de calos é uma etapa determinante na embriogénese somética em cana-de-
acUcar, influenciando diretamente a obtencdo de embrides somaticos e a regeneracdo das
plantas. Nesta fase preparatoria ocorre a ativagdo do metabolismo, que culmina com a divisdo
celular (Handro e Floh, 1990). Vérios sdo os fatores que afetam este processo, dentre eles
destacam-se: tipo, estadio de desenvolvimento e fonte do explante inicial, composi¢do do
meio de cultura e o balan¢o hormonal estabelecido, além do gendtipo da planta matriz (Guerra
et al., 1999; Jiménez, 2001).

A inducdo da embriogénese somatica tem sido relatada através da utilizacdo de
diversos tipos de explantes iniciais. Segundo Lakshmanan (2006), as folhas imaturas e
inflorescéncias em desenvolvimento, sdo os explantes mais empregados na producéo de calos
embriogénicos em cana-de-agUcar. A utilizacdo de &pices caulinares como fonte de explantes,
como proposto neste trabalho, tem sido pouco relatada em cana-de-agUcar.

Aos 60 dias de cultivo foi avaliada a porcentagem de formacdo de calos
embriogénicos, atraves da observagdo do material em lupa estereoscdpica e analisados quanto
a sua coloracéo e morfologia. Foi realizado também o teste do azul de Evans e carmim acético
(Durzan, 1988) para confirmacdo da presenca de células com potencial embriogénico na

massa de calos (Figura 5).
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Foram obtidos dois tipos morfoldgicos de calos com distintos potenciais
morfogénicos: 1) calos ndo-embriogénicos, que se caracterizavam pelo aspecto macio,
mucilaginoso e translucido (Figura 5A) e, Il) calos embriogénicos, com aspecto nodular,
compacto/semi-compacto, coloracdo esbranquicada a amarelada e facilmente destacdveis da
estrutura original (Figura 5B). No mesmo explante também foi possivel encontrar regiées com
aspecto embriogénico e outras com caracteristicas ndo-embriogénicas (Figura 5C).

Visando a confirmagdo do potencial embriogénico dos calos foi realizada a dupla
coloracdo dos mesmos, com 0s corantes carmim acético e azul de Evans, inferindo quanto as
possiveis culturas embriogénicas e ndo-embriogénicas (Figura 5D). As regides que reagiram
ao carmim acetico, apresentando-se de coloracdo avermelhada confirmaram a caracteristica
embriogénica do material em estudo. A coloracdo azulada destacava a presenca de células
ndo-embriogénicas.

As células embriogénicas normalmente apresentam-se como agregados, com células
isodiamétricas com citoplasma denso e reagem positivamente ao corante carmim acético.
Durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario esse tipo de coloracdo permite a
visualizacdo tanto de células embriogénicas como de células ndo-embriogénicas (Durzan,
1988; Steiner et al., 2005).
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Figura 5. Calos de cana-de-aglcar ap6s 60 dias em meio de inducdo. A - Calo ndo-embriogénico, com
aspecto mucilaginoso e translicido. B - Calo embriogénico, apresentando aspecto nodular, compacto e
coloracdo esbranquicada a amarelada. C - Calo apresentando regibes embriogénicas e ndo-
embriogénicas. D - Teste do azul de Evans e carmim acético em calos embriogénicos de cana-de-
aclcar. Barras: A=C =2 mm. B =1 mm. D =400 uM.

Um dos trabalhos pioneiros em embriogénese somatica em cana-de-agucar foi
realizado por Ho & Vasil (1983a). Esses autores, a partir da utilizacdo de segmentos de folhas
imaturas estabeleceram a existéncia de trés tipos de calos com potenciais morfogénicos
distintos: (1) calo compacto, firme, e embriogénico; (1) fridvel, macio, semi-transltcido, mas
ndo-embriogénico; e (l11) mucilaginoso, macio, brilhante, e ndo-embriogénico. Eles também
concluiram que a eficiéncia da producdo de calos é dependente da idade da planta, do seu
desenvolvimento e posigcdo do explante na folha. Segundo Basnayake et al. (2011), a textura e

morfologia dos calos séo excelentes indicadores da sua habilidade de regeneracao.
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Avaliando-se a porcentagem de formagéo de calos embriogénicos com a utilizagdo de
folhas imaturas (Figura 6), a interagdo entre auxinas x concentracdo foi ndo significativa (P >
0,05). Atraves da analise por polindmios ortogonais para as diferentes concentracdes, foi
observado o efeito linear significativo (P < 0,05). A formacdo de calos embriogénicos
diminuiu linearmente com o aumento da concentragdo das auxinas, sendo a concentragéo de 2
mg.L" a mais eficiente na formagéo de calos embriogénicos para as trés auxinas avaliadas.

As diferentes auxinas utilizadas diferiram-se estatisticamente entre si quanto ao seu
potencial de formagéo de calos embriogénicos (P < 0,05). O 2,4-D foi mais eficaz no processo
de formacdo de calos embriogénicos (49,75%), seguido de picloram (43,19%) e dicamba
(36%).
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Figura 6. Porcentagem de formacdo de calos embriogénicos a partir de folhas imaturas de cana-de-
aclcar, cultivar RB867515, apds 60 dias em meio de indugao.

Para a formacdo de calos embriogénicos a partir de &pices caulinares (Figura 7), a
interac@o entre as auxinas e as concentragdes utilizadas foi significativa (P < 0,05). A partir
do desdobramento da interacdo de doses dentro de cada nivel das auxinas, observou-se que 0s
efeitos lineares e quadréticos foram significativos (P < 0,05).

A concentra¢do mais potente na producdo de calos embriogénicos foi 2 mg.L™?, para

todas as auxinas testadas (P < 0,05).
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O 2,4-D foi a auxina mais eficaz na produgdo de calos embriogénicos (51,50%),
seguido de picloram e dicamba (47,31% e 41,81%, respectivamente). A concentragdo de 2
mg.L™ de 2,4-D proporcionou uma maior formacéo de calos embriogénicos, apresentando um
méximo de 72% e diminuindo para 41% em 8 mg.L™ de 2,4-D. Picloram na concentragio de
2mg.L™" também permitiu uma maior produco de calos embriogénicos (58%), se comparada

as outras concentragdes testadas.
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Figura 7. Porcentagem de formacédo de calos embriogénicos a partir de apices caulinares de cana-de-
aclcar, cultivar RB867515, apds 60 dias em meio de indugao.

Para a iniciagdo do processo de embriogénese somatica € necessaria a adicdo de
reguladores de crescimento ao meio de cultivo e, neste contexto, as auxinas destacam-se como
a classe de horménio vegetal mais importante na regulacdo da embriogénese somética (Cooke
et al., 1993). As auxinas atuam de duas maneiras durante o crescimento celular: estimulando a
acidificagdo da parede celular que resulta em uma elevada extensibilidade e induzindo a
transcricdo de mRNAs que codificam proteinas associadas ao crescimento celular (Richard et
al., 2002).

O 2,4-D é comumente utilizado na inducdo de embriogénese somética em varias
espécies da familia Poaceae, assim como em cana-de-acucar (Lakshmanan et al., 2006;

Garcia et al., 2007). No presente trabalho, os explantes mantidos em meio com 2 mg.L™ de
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2,4-D apresentaram uma maior porcentagem de formag&o de calos embriogénicos em relacéo
aos demais tratamentos. Estes calos apresentavam-se com aspecto nodular, compacto e de
coloracdo amarelada. Segundo Ho e Vasil (1983a), a formacéo de calos embriogénicos é
inversamente proporcional & concentracéo de 2,4-D no meio de cultura.

Em cana-de-aglcar, o 2,4-D tem-se mostrado como um eficiente regulador de
crescimento para a inducéo de calos e formacdo de embrides somaticos (Gallo-Meagher et al.,
2000; Chengalrayan e Gallo-Meagher, 2001; Oropeza et al., 2001; Suprasanna et al., 2005;
Khan e Khatri, 2006; Snyman et al., 2006; Nieves et al., 2008; Watt et al., 2009).

Ramos (2011), trabalhando com folhas imaturas provenientes de brotagGes laterais de
cana-de-agUcar, obteve uma maior porcentagem de calos embriogénicos quando utilizou o
2,4-D (36,95%), enquanto nos tratamentos utilizando o dicamba foram obtidos apenas
29,26%.

A producgdo de calos embriogénicos é uma etapa fundamental para a transformacéo
genética, seja por métodos diretos ou indiretos. O estabelecimento de culturas de calos
embriogénicos constitui uma alternativa para o suprimento de tecidos-alvo, para a obtengéo de
plantas transgénicas de cana-de-agucar, via A. tumefaciens (Manickavasagam et al., 2004;
Kalunke et al., 2009) ou pelo bombardeamento de particulas (Bower e Birch, 1992; Falco et
al., 2000; Molinari et al., 2007).

Ao se comparar a resposta de folhas imaturas e &pices caulinares na obtengdo de calos
embriogénicos em cana-de-agUcar, 0s &pices caulinares permitiram maior proporgdo de
explantes com calos embriogénicos.

A diferenca na resposta entre estes explantes pode ser justificada devido aos apices
caulinares apresentarem maior proporgdo de células pluripotentes e com maior capacidade de
divisdo e multiplicacdo. Além disso, as folhas imaturas apresentam oxidacdo principalmente
nas extremidades onde foram seccionadas. Esse processo ocorre a partir da liberagcdo de
compostos fendlicos por células danificadas pelo corte, levando a formagéo de quinonas que
se difundem no meio de cultura, escurecendo-0. As quinonas além de serem toxicas, podem
afetar o desenvolvimento dos tecidos (Grattapaglia e Machado, 1998), podendo ser estas
algumas das possiveis causas da menor resposta das folhas imaturas a producdo de calos
embriogénicos.

A utilizacdo de &pices caulinares como fonte de explantes, proporciona uma alta
porcentagem de formagcéo de calos embriogénicos (72%), a obtengdo de inimeros explantes a

partir de material estabelecido em laboratério, baixo indice de contaminacdo se comparado ao
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material coletado diretamente do campo, além de permitir a conducdo de experimentos
durante todo o ano.

Segundo Cidade et al., (2006), o uso deste tipo de explante apresenta vantagens em
relagdo ao material de campo, como a constante disponibilidade de material e a uniformidade
fisiologica, em virtude do cultivo sob condicbes controladas. Além disso, a oxidacdo dos
explantes é reduzida e ndo ha necessidade de desinfestacdo do material vegetal, realizada com
a utilizacdo de procedimentos agressivos aos tecidos e potencialmente prejudiciais a

regeneracao in vitro.

4.2 Multiplicagédo de calos embriogénicos

A multiplicacdo de calos embriogénicos é uma etapa de grande importancia, pois
permite a producdo de material clonal em larga escala. Os calos classificados como
embriogénicos foram transferidos para o0 meio de multiplicagéo, e apds 30 dias nesse meio foi
avaliado o potencial de multiplicacdo de acordo com os diferentes tratamentos utilizados.
Nessa fase foram mantidas a auxina e a concentragdo que apresentaram maior eficiéncia na
formacéo de calos embriogénicos (2 mg.L™ de 2,4-D).

Em relagcdo ao tipo de explante utilizado, os calos embriogénicos provenientes de
apices caulinares diferiram-se estatisticamente dos calos formados a partir de folhas imaturas
(P < 0,05), apresentando uma maior capacidade de crescimento, quando mantidos em meio de
multiplicacdo composto de 2 mg.L™ de 2,4-D + 4 mg.L™ de AIA. Esse meio foi responsavel
por um crescimento maximo de 3,64 g para os calos formados a partir de &pices caulinares,
enquanto nas folhas imaturas este crescimento foi de 2,93 g. Para os demais tipos de meios,
ndo houveram diferencas significativas (P < 0,05) entre os tipos de explantes utilizados
(Figura 8).

Analisando isoladamente cada tipo de explante inicial, para as folhas imaturas, os
diferentes tipos de meio de multiplicacdo apresentaram diferengas estatisticas entre si (P <
0,05). Os meios acrescidos de 2 mg.L™" de 2,4-D + 4 mg.L™" de AlAe 2 mg.L" de 2,4-D +
100 mg.L™ de L-asparagina foram os mais eficientes (2,93 g e 3,05 g, respectivamente),
seguidos de 1,82 g para o meio com 2 mg.L™" de 2,4-D + 4 mg.L"" de AIA + 100 mg.L™" de L-
asparagina, e 1,38 g em 2 mg.L™" de 2,4-D.
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Para os apices caulinares, o meio mais eficiente foi aquele composto por 2 mg.L™ de
2,4-D + 4 mg.L" de AIA (P < 0,05), que permitiu um crescimento dos calos embriogénicos
de 3,64 g ap6s 30 dias de cultivo, seguido pelo meio composto de 2 mg.L™ de 2,4-D + 100
mg.L* L-asparagina (3,12 g).
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Figura 8. Massa fresca de calos embriogénicos de cana-de-agucar, cultivar RB867515, provenientes
de folhas imaturas e apices caulinares, de acordo com diferentes meios de multiplicagdo. As médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
maiUsculas sdo o teste para o crescimento de calos a partir de folhas imaturas e letras mindsculas para

apices caulinares.

Durante a etapa de multiplicacdo de calos embriogénicos, é necessario proporcionar
condigdes adequadas para o estabelecimento de ciclos repetitivos de divisdo celular e o
controle dos processos de diferenciacdo, de tal maneira que as culturas sejam constituidas por
células pré-embrionarias ou embrides somaticos em estagios globulares iniciais de
desenvolvimento (Guerra et al., 1999).

Na fase de multiplicacdo, o 2,4-D no meio de cultura mantém estdvel a taxa de
multiplicac@o celular no material em cultivo (Macedo, 2010). A presenca de reguladores de
crescimento no meio de cultura, principalmente as auxinas, induz a multiplicacdo celular
(Silveira et al., 2004). Segundo Dudits et al. (1995), o 2,4-D atua diretamente atraves de um
aumento nos niveis endogenos de AIA e alterando o metabolismo das auxinas, podendo
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contribuir para a multiplicagéo dos calos embriogénicos. Neste sentido, a associa¢do do 2,4-D
+ AIA promoveu uma maior taxa de multiplicagdo de calos embriogénicos, como observado
neste trabalho.

A adigdo de aminoacidos ao meio de multiplicagdo, como proposto no presente
trabalho (2 mg.L™ de 2,4-D + 100 mg.L™* de L-asparagina), ndo diferiu estatisticamente do
meio acrescido de 4 mg.L™ de AIA (P > 0,05), para os calos embriogénicos produzidos a
partir de folhas imaturas, sendo estes dois tratamentos os mais eficientes neste processo. Os
aminoécidos tém sido utilizados como fonte de nitrogénio orgénico no cultivo in vitro de
vérias espécies como milho, sorgo, arroz e também em cana-de-agucar visando melhorar o
processo de indugdo de embriogénese somética e regeneracdo nestas especies (Grewel et al.,
2006; Asad et al., 2009).

4.3 Maturacéo e regeneragdo dos embrides somaticos

Os embriBes somaticos obtidos no meio de multiplicacdo foram transferidos para o
meio de maturacdo e permaneceram neste meio por 30 dias. Os meios de maturagéo
consistiam de meio MS basal acrescido de diferentes concentragdes de sacarose (30 e
60 g.L™) e fitagel (2,5 e 5,0 g.L™), sem a presenca de auxinas. A porcentagem de regeneragio
de embribes somaticos em plantas foi avaliada de acordo com o meio de maturag&o utilizado.

Os tipos de explantes iniciais utilizados, ndo apresentaram diferengas estatisticas entre
si, quanto a sua capacidade de regeneracdo em plantas (P > 0,05). As folhas imaturas
proporcionaram em média 65% de regeneragao e 0s apices caulinares 63%.

Nos embriGes sométicos produzidos a partir de folhas imaturas a interagdo entre os
diferentes meios de maturacdo e regeneracdo foi ndo significativa (P > 0,05). Os meios de
maturacdo (Figura 9) apresentaram diferencas estatisticas entre si (P < 0,05). Os tratamentos
compostos de 30 g.L™* de sacarose + 2,5 g.L™ de fitagel e 60 g.L™" de sacarose + 5,0 g.L™ de
fitagel foram os mais eficazes no processo de maturagdo (72% e 74% de regeneragéo,
respectivamente).

Quanto aos meios de regeneracgdo utilizados (Tabela 2), o0 meio MS acrescido dos
reguladores de crescimento, BAP e GA; na concentragdo de 1 mg.L™ cada, promoveu uma

maior regeneragéo de plantas (P < 0,05), se comparado ao meio MS basal.
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Figura 9. Percentual regenerativo de embriGes somaticos produzidos a partir de folhas imaturas de
cana-de-aglcar, cultivar RB867515, de acordo com diferentes meios de maturacdo. As médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Percentual regenerativo de embribes somaticos produzidos a partir de folhas
imaturas de cana-de-acUcar, cultivar RB867515, de acordo com diferentes meios de
regeneracdo (RC = reguladores de crescimento BAP e GAs3 na concentragdo de 1 mg.L™
cada).

Meio de regeneracéo % de regeneracéo
Meio MS 62,75 Db
Meio MS + RC 68,58 a

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Para os embriGes somaticos produzidos a partir de apices caulinares a interacdo entre
0s meios de maturacao e regeneracao foi ndo significativa (P > 0,05). Os meios de maturacéo
(Figura 10) diferiram-se estatisticamente entre si (P < 0,05), sendo que, os embrides
somaticos apresentaram uma maior porcentagem de regeneracdo quando cultivados em meio

de maturacdo composto de 60 g.L™ de sacarose + 5,0 g.L" de fitagel, apresentando um
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maximo de 81,17% de regeneragdo de embrides em plantas. Os diferentes tipos de meio de
regeneracao utilizados ndo exerceram influéncia sobre a porcentagem de embriGes somaticos

regenerados, ndo apresentando diferencas estatisticas entre si (P > 0,05).
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Figura 10. Percentual regenerativo de embrides somaticos produzidos a partir de apices caulinares de
cana-de-aglcar, cultivar RB867515, de acordo com diferentes meios de maturacdo. As médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando as auxinas sdo removidas e ocorre uma suplementacdo do meio de cultivo
com promotores de maturacdo, obtém-se embrides somaticos maduros passiveis de
regeneracdo (Steiner et al., 2008). O embrido somatico maduro é um sistema bipolar onde, em
uma extremidade serdo diferenciadas as células do sistema radicular, que futuramente
desenvolverdo as raizes e, na extremidade oposta, as células a partir das quais serdo geradas
folhas e ramos (Termignoni, 2005).

A alta concentragdo de sacarose presente no meio de maturagdo promoveu uma maior
conversao das culturas embriogénicas em embrides somaticos maduros aptos a regeneracgao
em plantas. Segundo Rafiq et al. (2005), o aumento da concentracéo de sacarose para 60 g.L™
em culturas embriogénicas de milho, também promoveu um aumento na maturacdo dos
embrides somaticos. As variacdes na concentracdo da sacarose afetam as condi¢fes osmoticas
do meio e o metabolismo do material em cultivo, influenciando nos processos de iniciagéo e

diferenciacdo dos embrides somaticos (Pereira et al., 2003).
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O aumento da concentracdo do agente solidificante fitagel no meio de cultura, aliado a
alta concentragcdo de sacarose possibilitou uma maior porcentagem de regeneragdo de
embrifes somaticos em plantas. Corroborando os resultados do presente trabalho, Kaur e
Gosal (2009) avaliaram o efeito da dessecagéo, causada pelo dobro da concentragdo do agente
solidificante no meio de cultura, demonstrando que esse é um método alternativo para
melhorar a eficiéncia da embriogénese somatica em cana-de-aglcar. Pois, promove 0
desenvolvimento e a diferenciacdo do embrido somatico aumentando sua frequéncia de
regeneracao.

O ABA, presente em todos os tratamentos de maturagdo, promove a individualizagéo
dos embriGes somaticos, 0 seu desenvolvimento e maturacdo. Além disso, ele inibe a
germinacdo precoce dos embribes, induz a sintese de proteinas de reserva, envolvidas no
aumento da toleréncia a desidratacdo (Dunstan et al. 1998).

O processo regenerativo de embrifes somaticos em plantes geralmente ocorre em
meio desprovido de reguladores de crescimento e na presenca da luz, porém, a eficiéncia
deste processo pode ser aumentada pela adicdo de diferentes reguladores ao meio de cultivo.
No presente estudo, a adicdo de BAP e GAj; promoveu uma maior porcentagem de

regeneracao apenas para 0s embrides somaticos produzidos a partir de folhas imaturas.

4.4 Indugéo da embriogénese somética nas cultivares RB855536 e RB92579

A capacidade de formacéo de calos em cana-de-agucar tem sido descrita como sendo
uma resposta genotipo dependente (Cidade et al., 2006; Lakshmanan, 2006), apresentando
grande influéncia na resposta morfogénica, tornando-se necessaria a avaliacdo de diferentes
cultivares.

A utilizac@o de &pices caulinares como fonte de explantes no processo de indugéo de
embriogénese somética possibilitou uma maior porcentagem de formagdo de calos
embriogénicos, se comparado a utilizagdo de folhas imaturas. Neste sentido, foi avaliada a
porcentagem de formacdo de calos a partir de &pices caulinares nas cultivares de cana-de-
aclcar RB855536 e RB92579 inoculadas em meio MS basal acrescido de 2 mg.L'l de 2,4-D,

que como foi observado anteriormente apresentou a melhor resposta embriogénica.
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A calogénese nas duas cultivares utilizadas (Figura 11) apresentou diferengas
significativas entre si (P < 0,05). A cultivar RB855536 apresentou uma maior capacidade de
formacgdo de calos, 93%, enquanto para a RB92579 este valor foi de 77%. Na cultivar
RB867515, como apresentado anteriormente, a porcentagem de formacdo de calos foi de
98%, ndo apresentando diferenca significativa com a RB855536. Esses resultados
encontrados apresentaram grande variagdo dessas cultivares com a RB92579, indicando que o

crescimento dos calos é dependente do genotipo.
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Figura 11. Formagdo de calos a partir de apices caulinares de cana-de-aglcar nas cultivares
RB855536 e RB92579, em meio suplementado com 2mg.L™ de 2,4-D. As médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. Letras mailsculas teste para formacéao de
calos. Letras minGsculas teste para formagao de calos embriogénicos.

Quanto & habilidade das cultivares estudadas em produzirem calos embriogénicos
(Figura 11), as mesmas ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si (P > 0,05). A
producdo de calos embriogénicos para estas cultivares foi de 57% para a RB855536 e 52%
para a RB92579. Quando comparadas conjuntamente as trés cultivares, estas apresentam
diferencas estatisticas entre si (P < 0,05), ou seja, a RB867515 foi mais eficiente na
capacidade de formacdo de calos embriogénicos (72%), enquanto as demais cultivares ndo

apresentaram diferengas entre si.
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Dentre as varias auxinas, o 2,4-D é a mais utilizada no processo de indu¢do de
embriogénese somatica (Fehér et al., 2003). Em cana-de-agUcar as concentracdes desse
regulador, mais utilizadas neste processo sdo: 2 mg.L™ (Wamaitha et al., 2010) e 3 mg.L™
(Shomeili et al., 2011). No presente trabalho, a concentragdo de 2 mg.L™ de 2,4-D
proporcionou a formacdo calos embriogénicos de coloracdo amarelada, aspecto nodular e
compacto.

Na fase de multiplicacdo, os calos embriogénicos foram transferidos para o0 meio MS
acrescido de 2 mg.L™" de 2,4-D + 4 mg.L™ de AIA, que foi considerado o tratamento mais
eficaz na multiplicacdo de calos embriogénicos obtidos a partir de apices caulinares na
cultivar RB867515.

As duas cultivares estudadas ndo apresentaram diferencas significativas entre si (P >
0,05), quanto a sua capacidade de crescimento em meio de multiplicagéo por 30 dias (Figura
12). As cultivares RB855536 e RB92579 apresentaram um crescimento médio de 3,19 g e

2,64 g, respectivamente.
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Figura 12. Massa fresca de calos embriogénicos de cana-de-agucar, cultivares RB855536 e RB92579,
ap6s 30 dias em meio de multiplicacdo composto de MS + 2 mg.L™ de 2,4-D + 4 mg.L™ de AIA. As
médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Os embrides somaticos provenientes da fase de multiplicacdo foram transferidos para
0 meio de maturacao constituido de meio MS acrescido de 60 g.L™ de sacarose + 5,0 g.L™ de

fitagel que, para a cultivar RB867515 apresentou a melhor resposta regenerativa.
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A determinagdo da resposta embriogénica e a identificacdo de cultivares com
capacidade de regeneracao elevada sdo essenciais para a utilizagcdo dos mesmos em programas
de selecdo in vitro e no processo de transformacao genética.

No presente estudo, a interagdo entre as diferentes cultivares e 0s meios de
regeneracdo foi ndo significativa (P > 0,05). As cultivares RB855536 e RB92579 ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre si quanto a sua capacidade de regeneragdo de
embrides somaticos em plantas (P > 0,05), apresentando em média 55% de regeneracao
(Figura 13). Se comparadas a regeneracdo da cultivar RB867515, estas cultivares possuem
potencial regenerativo relativamente baixo, pois nesta cultivar, os embrides somaticos
produzidos a partir de apices caulinares obtiveram um percentual maximo de regeneragdo de
81,17%, enquanto para as folhas imaturas 74,33%.

A presenca ou auséncia de reguladores de crescimento no meio de regeneracdo (BAP e
GA;), ndo influenciou a capacidade regenerativa dos embrifes somaticos em plantas para as
duas variedades utilizadas (P > 0,05).
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Figura 13. Percentual regenerativo de embriGes somaticos em plantas de cana-de-agUcar, cultivares
RB855536 e RB92579. As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.

Além do tipo de explante utilizado, como pode ser observado no presente trabalho, um

outro importante fator que afeta a resposta embriogénica e regenerativa da cana-de-agtcar é o

genotipo utilizado. A utilizacdo de um determinado gen6tipo depende da sua capacidade de
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formacéo de calos embriogénicos e a sua regeneracdo em plantas. Uma ampla gama de
diferentes gendtipos de cana-de-acUcar foi empregada na producéo de calos embriogénicos:
RB738735 e RB72455 (Lima et al., 2001), RB758540, RB739735, RB701143 e Chunne
(Garcia et al., 2007), RB855156 (Molinari et al., 2007), RB835486 (De Jesus, 2010),
RB872552 (Silva, 2010); SP803280 (Macedo, 2010), RB867515, RB928064 e RB925345
(Ramos, 2011), mas nem todas as cultivares apresentam resposta embriogénica e capacidade
de regeneracéo semelhantes, indicando que estas caracteristicas sdo genotipo-dependentes.

Gandonou et al. (2005), avaliaram a resposta embriogénica e regenerativa de nove
gendtipos de cana-de-agUcar para a inser¢cdo dos mesmos em programas de melhoramento in
vitro. A avaliagdo de calos embriogénicos (compactos, cor branca a creme e estrutura nodular)
e ndo-embriogénicos (aspecto translicido e cor acastanhada) foi realizada com base nos
aspectos morfoldgicos destes materiais. Os genotipos testados apresentaram alto percentual de
producéo de calos embriogénicos (60 a 100%), além de alta taxa de regeneragdo, variando
entre 88 e 100%, confirmando que a capacidade de regeneracdo de plantas é genotipo-
dependente e altamente correlacionada com a produgdo de calos embriogénicos. Ramos
(2011), ndo observou diferencas significativas entre as diferentes cultivares utilizadas, quanto
a capacidade regenerativa dos embriGes somaticos em plantas.

Entre as cultivares avaliadas neste trabalho, a RB867515, além de possibilitar uma
elevada formagdo de calos embriogénicos, também apresentou maior regeneracdo dos
embrides soméaticos em plantas.

Os resultados observados no presente estudo demonstram a viabilidade no processo de
embriogénese somatica nas cultivares de cana-de-aglcar RB867515, RB855536 e RB92579,
com a conversdo de embribes em plantas num periodo de 150 dias ap6s a inoculacdo dos

explantes in vitro.

4.5 Microscopia de luz

Os explantes foliares foram inoculados em sentido longitudinal no meio de inducédo
(Figura 14A). No estudo anatomico dos segmentos foliares (Figura 14B) observa-se a
presenca de varios primdrdios foliares em diferentes estadios de desenvolvimento. Nos

primordios mais internos ainda ndo havia diferenciacéo entre xilema e floema. A partir dos
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primordios foliares mais externos, o sistema vascular ja se apresentava bem diferenciado na
nervura central. Ao 3° dia de inducdo (Figura 14C), foi observado o entumescimento dos
explantes foliares e reentrdncias na face abaxial das folhas, que estd associado a
proliferacdo/divisdo celular de células da epiderme ou parénquima voltadas para essa face. No
10° dia em meio de indugdo (Figura 14D), foi observado na nervura principal das folhas
intensa proliferacdo de células da epiderme e sub-epiderme. A divisdo celular e o
entumescimento foi mais pronunciada nas folhas mais externas do explante, que se
mostravam com diferenciagéo avangada dos feixes vasculares.

A proliferagdo de calos iniciou-se nas extermidades dos explantes, como pode ser
observado nos explantes foliares apds 15 dias em meio de inducdo (Figura 14E). Os centros
de divisdo celular ocorreram principalmente em torno dos feixes vasculares, onde observou-se
a formacgdo de regibes meristeméticas adjacentes aos feixes aos 15 dias de indugdo (Figura
14F). As regides meristematicas caracterizam-se por apresentarem células isodiamétricas, em
intensa divisao celular, nucléolo denso, alta relacdo nucleo/citoplasma, parede celular fina e

sdo intensamente coradas com azul de toluidina.
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Figura 14. Inducédo de calos a partir de folhas imaturas de cana-de-aglicar RB867515. A - Explante
foliar inicial em meio de inducdo. B - Seccdo transversal dos explantes foliares iniciais. C - Seccdo
transversal dos explantes foliares aos 3 dias de inducdo. D - Detalhe da face abaxial dos explantes
foliares aos 10 dias de inducdo (as setas vermelhas destacam a proliferacdo de células da epiderme ou
sub-epiderme do explante). E - Explante foliar aos 15 dias em meio de indugéo (as setas vermelhas
indicam a formacdo de calos nas extremidades do explante). F - Seccdo longitudinal dos explantes
foliares aos 15 dias em meio de inducgdo (as setas indicam a formacdo de regides meristematicas a
partir dos feixes vasculares). Barras = A =E = 1 mm. B=C =400 uM. D=F =200 uM.
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A caracterizagdo anatdbmica da embriogénese somatica em cana-de-aglcar é uma
importante ferramenta no entendimento e confirmagéo deste processo (Nadar et al., 1978; Ho
e Vasil, 1983 a, b; Falco et al., 1996; Garcia et al., 2007; Ramos, 2011).

Ho e Vasil (1983a), através da utilizacdo de folhas imaturas de cana-de-agucar
estudaram anatomicamente o processo de embriogénese somatica. Eles observaram que, 0s
segmentos foliares mais externos do explante, que apresentavam diferenciagdo dos feixes
vasculares, mostravam intensa divisdo celular, resultando em intumescimento dos tecidos.
Eles demonstraram ainda que, os centros de divisdo celular se situam principalmente em torno
dos feixes vasculares. Sendo que estas divisdes deram origem a calos nodulares na superficie
do explante. A extensa atividade de divisdo celular na periferia dos calos resultou em vérias
camadas de células embriogénicas pequenas, densamente citoplasméticas, com presenca de
gréos de amido e nlcleos conspicuos.

Aos 60 dias, em meio de inducdo, foi possivel observar calos embriogénicos com
aspecto nodular, firme, compacto e de coloragédo amarelada a esbranquigada (Figura 15A). A
seccdo histologica deste material (Figura 15B) revelou a formacéo de regifes meristematicas
(regides mais coradas) nas extremidades dos calos embriogénicos, evidenciando a formacéo
de estruturas nodulares. Essas &reas se distinguiram das demais regides dos calos
embriogénicos por apresentarem células em intensa divisao celular.

Os calos embriogénicos, quando transferidos para 0 meio de maturagdo, passam por
um processo de diferenciacdo em embrides somaticos através do seu desenvolvimento e
maturacdo. Em meio de maturacdo as células embriogénicas iniciam o seu processo de
individualizacdo em embriGes somaticos e separacdo dos calos adjacentes (Figura 15C). No
inicio da individualizacdo desses embribes foi possivel observar estruturas isoladas com a
presenca de um &pice caulinar (Figura 15D), caracterizado pela presenca de células
meristematicas em intensa diviséo celular.

O embrido soméatico maduro particulariza-se por sua orientacdo bipolar tipica
(presenca de apices caulinar e radicular) e auséncia de conexdo vascular destas estruturas com
o calo. No presente estudo, a partir da utilizagdo de folhas imaturas, foi possivel observar a
regeneracdo de uma estrutura isolada (Figura 15E), apresentando sistema vascular fechado,
protoderme bem definida, a presenca do apice radicular com inicio de formag&o da coleorriza

(Figura 15F) e parte da por¢&o caulinar, caracterizando-a como um embrido somaético.
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Figura 15. Embriogénese somética a partir de folhas imaturas de cana-de-aclicar RB867515. A - Calo
embriogénico ap6s 60 dias de cultivo em meio com 2 mg.L™ de 2,4-D (as setas vermelhas indicam
estruturas nodulares, caracteristicas de calos embriogénicos). B - Secgdo histolégica dos calos
embriogénicos apds 60 dias em meio de inducédo (a seta indica as estruturas nodulares presentes nas
extremidades dos calos embriogénicos). C - Seccao histolégica de um calo embriogénico em meio de
maturacdo (a seta indica uma estrutura isolada contendo o é&pice caulinar do embrido somético). D -
Destaque de um apice caulinar apresentando células meristematicas, assemelhando-se ao coledptilo.
E - Seccdo longitudinal de um embrido somatico de cana-de-agucar, apresentando apice radicular e
sistema vascular fechado (AR = apice radicular). F - Destaque do apice radicular do embrido somatico
com inicio da formagdo da coleorriza. Barras: A =2 mm. B =C=E =400 uM. D = 100 uM. F = 200
uM
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No embrido somatico maduro é possivel observar a existéncia de orientacdo bipolar
tipica, com presenca de apices caulinar e radicular, conectados por corddes procambiais. E
também a auséncia de conexdo vascular desses com os calos adjacentes, permitindo assim, a
distingdo do processo de embriogénese da organogénese (Ho e Vasil, 1983a; Falco et al.,
1996). Essas observagbes foram confirmadas por Ramos (2011), que utilizando folhas
imaturas provenientes de brotagdes laterais, empregadas no processo de embriogénico de
cana-de-agUcar, observou a presenca de embribes somaticos contendo o &pice caulinar e
radicular, sistema vascular fechado e protoderme caracteristica.

Os é&pices caulinares de cana-de-aclcar utilizados como explantes no processo de
embriogénese somatica eram formados por um meristema apical, uma parte basal e de trés a
cinco primordios foliares adjacentes, apresentando aproximadamente de 1 a 2 mm de
didmetro (Figura 16A). A sec¢do histoldgica dos apices caulinares (Figura 16B), evidenciou
células com caracteristicas meristematicas na porcdo apical, como alta relacdo
nucleo/citoplasma, citoplasma denso, pequenos vactolos e nicleo volumoso com um ou dois
nucléolos aparentes. As células da regido basal eram mais volumosas e altamente
vacuolizadas, com citoplasma pouco denso e baixa relacdo nucleo/citoplasma. Aos 3 dias
apods a inducéo (Figura 16C), os apices caulinares apresentavam-se intumescidos e com inicio
de formacéo de calos nas extremidades do explante, fato que pode ser observado também
através da seccdo histologica deste material (Figura 16D).

Aos 15 dias em meio de inducdo, o explante j& apresentava a formagdo de calos em
praticamente toda a sua superficie abaxial (Figura 16E). Na seccédo histolégica deste material
podem ser observadas nas extremidades destes explantes regides fortemente coradas,

evidenciando a presenca de células meristeméticas em intensa divisdo celular (Figura 16F).
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Figura 16. Inducdo de calos a partir de apices caulinares de cana-de-aglcar RB867515. A - Explante
inicial em meio de indugio. B - Seccio longitudinal do explante inicial. C - Apice caulinar apés 3 dias
em meio de inducdo. D - Seccédo longitudinal do apice caulinar apds 3 dias em meio de indugdo. E -
Apice caulinar apos 15 dias em meio de indugao. F - Seccao histoldgica do &pice caulinar apds 15 dias
em meio de inducdo (as setas vermelhas indicam regides com aspecto meristematico na parte apical e
extremidades do explante). Barras = A=C=E = 1 mm. B=D=F =400 uM.
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Os calos embriogénicos, caracterizados anatomicamente aos 60 dias em meio de
inducdo apresentavam-se de coloracdo amarelada a eshranquicada e possuiam aspecto
compacto com a presencga de nddulos embriogénicos (Figura 17A). A seccédo histoldgica deste
material (Figura 17B) apresentou caracteristicas embriogénicas tipicas como, protoderme bem
definida e regiGes meristematicas nas extremidades dos calos dando origem aos nddulos
embriogénicos.

Segundo Ho e Vasil (1983b), as células embriogénicas sdo pequenas, possuem intensa
divisdo celular, com nucleo proeminente e grdos de amido conspicuos. Estas células séo
geralmente presentes em pequenos e compactos agregados e mostraram competéncia para
embriogénese. As células ndo-embriogénicas sdo grandes, vacuolizadas e muitas vezes
alongadas, com citoplasma escasso e poucos grdos de amido, sendo que, estas células ndo
apresentaram competéncia morfogénica.

Quando transferidos para o meio de maturagéo os calos embriogénicos se diferenciam
em embrides somaticos maduros, caracterizando-se pela presenca da bipolaridade. O apice
caulinar do embrido somatico (Figura 17C) apresenta células meristematicas a partir das quais
serdo geradas folhas e ramos. Nas analises histoldgicas se observa uma assincronia do
processo, identificando-se embribes somaticos em diferentes fases de desenvolvimento.
Segundo Macedo (2010), durante a diferenciagdo do embrido somético ocorrem intensos
eventos de diviséo e crescimento em volume celular que resultam na formacéo de embriGes
somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento.

A figura 17D evidencia um embrido somético maduro apresentando protoderme
caracteristica e auséncia de ligacdo aos calos adjacentes. Foi observada ainda, a presenca de
apice radicular, escutelo, procdmbio e primérdios foliares.

De acordo com Ho e Vasil (1983a), o desenvolvimento dos embriGes foi caracterizado
pela formacdo de um entalhe lateral, indicando o inicio do escutelo. A regido do é&pice
caulinar foi organizada primeiramente, e em seguida, o &pice radicular, organizado na parte
basal do embrido. O escutelo consistia de células grandes com gréos de amido conspicuos. O
embrido bem desenvolvido apresentou um coleoptilo envolvendo o apice caulinar com varias

folhas embrionérias e na outra extremidade, a coleorriza protegendo o &pice radicular.

42



Figura 17. Embriogénese somatica a partir de apices caulinares de cana-de-aglicar RB867515. A -
Calo embriogénico ap6s 60 dias de cultivo em meio com 2 mg.L" de 2,4-D (as setas vermelhas
indicam os nddulos embriogénicos). B - Seccdo histologica dos calos embriogénicos apos 60 dias em
meio de inducdo. C - Destaque do apice caulinar de um embrido somatico aos 30 dias em meio de
maturacdo. D - Seccdo longitudinal de um embrido somatico de cana-de-aglcar, apresentando apice
radicular e sistema vascular fechado (E = escutelo. AR = &pice radicular. PC = procambio. PF =
primérdio foliar). Barras: A =2mm. B=D = 400 uM. C= 100 uM.

Considerando as figuras 17B, 17C e 17D como uma sequéncia cronoldgica do evento
de embriogénese somatica, pode-se inferir que o embrido somatico tem origem em uma massa
de calos com caracteristicas meristematicas.

Falco et al. (1996), caracterizando anatomicamente a embriogénese somatica a partir
de folhas jovens de cana-de-agUcar, obtiveram a formacédo de dois tipos de calos: um nodular,
compacto e com células com citoplasma denso (calos embriogénicos), e outro friavel,
translicido, com células grandes e alongadas (calos ndo- embriogénicos). Sendo que, a
regeneracdo em plantas s6 ocorreu nos calos embriogénicos. Eles observaram ainda que a
embriogénese ndo é a Unica via de regeneracdo que ocorre nestes materiais. Concluindo que, a

regeneracao das plantas ocorreu tanto por organogénese como por embriogénese somatica
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simultaneamente. Atraves das anélises anatdmicas € possivel comprovar se o processo de
regeneracdo de plantas in vitro ocorre através da embriogénese somética ou organogénese.

Os embrifes zigoticos das monocotileddneas apresentam estruturas caracteristicas
como o escutelo, coledptilo e coleorriza. O embrido é separado do endosperma pelo escutelo,
que através de didstases secretoras mobilizam o alimento armazenado no endosperma. A
plimula é cercada por um 6rgdo cilindrico, o coledptilo, que a protege. A radicula tem uma
coifa normal e, como a plumula, é fechada por um érgéo de protecéo, a coleorriza (Dillewijn,
1952).

No presente trabalho, ndo foi possivel identificar a presenca de um embrido somético
apresentando tanto o meristema apical caulinar quanto o radicular. Porém, conforme a
morfologia dos eventos de regeneracdo e semelhancas com caracteristicas dos embrides
somaticos considerou-se que 0s eventos de regeneracdo observados sejam efetivamente
embrides somaticos.

Os embrides somaticos produzidos a partir de folhas imaturas e apices caulinares,
obtidos no meio de maturacgdo, foram transferidos para 0 meio de regeneracdo, composto de
meio MS basal ou MS acrescido de 1 mg.L™" de GA; e BAP. Apds 10 dias os embrides ja
iniciavam o0 processo de regeneracdo, apresentando pequenos pontos clorofilados e
arroxeados, devido a presenca da antocianina, na massa de embrides somaticos. Apos 30 dias,
em meio de regeneracdo, os embrides somaticos jad haviam se convertido em plantulas de
cana-de-agUcar (Figura 18A).

As plantulas regeneradas a partir dos embrides sométicos (Figura 18B), produzidas
tanto a partir de folhas imaturas quanto apices caulinares foram transferidas de placas de Petri
para frascos contendo o mesmo meio, a fim de proporcionar um melhor desenvolvimento das
mesmas (Figura 18C). Apds 30 dias as plantas foram transferidas para tubetes e mantidas em
camara de nebulizagdo por 15 dias (Figura 18D). Apds este periodo as plantulas foram

transplantadas para vasos e levadas para casa-de-vegetacdo (Figuras 18E e 18F).
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Figura 18. Regeneracgdo e aclimatizacdo de plantas de cana-de-aclicar RB867515. A - Plantula apos
30 dias em meio de regeneracdo. B — Plantula de cana-de-aglcar regenerada a partir de embriGes
somaéticos. C - Plantulas em frascos contendo meio de regeneracéo. D - Aclimatizacdo de plantulas em
tubetes em camara de nebulizagdo. E-F - Plantas de cana-de-aclicar em casa de vegetagao.

4.6 Microscopia eletronica de varredura

Os calos iniciais, desenvolvidos nas extremidades dos explantes, tornaram-se visiveis
a partir do 3° dia de cultivo tanto nas folhas imaturas (Figura 19A) quanto nos apices
caulinares (Figura 19B), em meio suplementado com 2 mg.L* de 2,4-D.

Dois tipos de calos, com caracteristicas morfoldgicas distintas, foram observados no
material em cultivo para os dois tipos de explantes estudados, ap6s 60 dias em meio de
inducdo: calos embriogénicos e ndo embriogénicos. Os calos embriogénicos (Figura 19C),
possuiam uma conformacdo compacta e apresentavam uma organiza¢do nodular na sua

superficie. Esses nddulos embriogénicos eram constituidos por uma superficie de aspecto
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granular. Os calos ndo embriogénicos (Figura 19D) consistiam de um conjunto de estruturas
alongadas, desorganizadas e altamente dissociadas.

A presenga de setores ndo embriogénicos em calos embriogénicos (Figura 19E)
também foi observada e, segundo Nadar et al, (1978), esta situacéo foi atribuida a presenca de
areas com células senescentes ou mortas.

Os calos embriogénicos quando transferidos para o meio de maturagdo passam por um
processo de diferenciagdo e individualizagdo dos embrides somaticos. Através das analises,
em MEV, pode-se observar os nddulos embriogénicos que se tornam compactos e
individualizados em embrides sométicos no estagio globular (Figura 19F). Ho e Vasil (1983a)
também encontraram estruturas globulares na superficie dos calos embriogénicos.

Apos a diferenciagdo dos calos embriogénicos, em embriGes somaticos, estes ji se
encontravam aptos para a regeneracdo em plantas. Aos 10 dias, em meio de regeneracgao
(Figura 19G), foi possivel observar nos embrifes sométicos um escutelo folhoso,
apresentando tricomas caracteristicos e a presenca de primordios foliares. Aos 30 dias em
meio de regeneracdo (Figura 19H), foi possivel observar uma plantula de cana-de-agucar
regenerada e as folhas das plantulas formadas apresentavam inimeros tricomas na sua

superficie.
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Figura 19. Inducdo da embriogénese somatica em cana-de-agUcar. A - Folhas imaturas aos 3 dias em
meio de inducdo. B — Epiderme dos apices caulinares aos 3 dias em meio de inducdo. C - Superficie
de calos embriogénicos aos 60 dias de cultivo em meio de inducdo. D - Calos ndo embriogénicos,
apresentando proliferacdo desorganizada de células. E - Calo com presenca de regides embriogénicas
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(E) e ndo embriogénicas (NE). F - Superficie de um calo embriogénico em meio de maturacdo,
apresentando muitas estruturas globulares. G - Embrides somaticos aos 10 dias em meio de
regeneracdo. H - Plantula de cana-de-aclicar aos 30 dias em meio de regeneracgdo. Barras: A = 200
uM. B=E=F =100 pM. C=D=G=H = 200 uM.

Corroborando os resultados encontrados no presente trabalho, Rodriguez et al. (1995),
também observaram diferencas morfoldgicas em calos de cana-de-agUcar, sendo que, os calos
embriogénicos apresentavam um aspecto compacto, organizando-se em uma
estrutura globular, enquanto os ndo embriogénicos possuiam uma configuracdo alongada e
altamente desorganizada.

Bradley et al. (2001), caracterizando a embriogénese soméatica em duas espécies de
gramineas através da MEV concluiram que a embriogénese foi iniciada a partir da formacéo
de calos compactos apresentando setores granulados na sua superficie. Durante o
desenvolvimento dos embriBes somaticos, tornou-se evidente o escutelo e, mais tarde o
coledptilo, na base do escutelo. O escutelo para as duas espécies avaliadas exibiu uma
natureza folhosa indicada pela formacdo de tricomas na sua superficie. Os tricomas

caracteristicos do escutelo foram diferentes daqueles formados nas folhas (Ho e Vasil, 1983a).
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5. CONCLUSOES

Nas condigdes do presente trabalho, os resultados obtidos permitiram concluir que:

e 0 2,4-D na concentragdo de 2 mg.L™ foi a auxina mais eficiente na indugéo de
calos embriogénicos em cana-de-agucar.

o A utilizagdo de &pices caulinares como explantes iniciais permitiu uma maior
producéo de calos embriogénicos, se comparado ao uso de folhas imaturas.

e Embribes sométicos de cana-de-agucar, com uma alta taxa de regeneragdo em
plantas, foram obtidos com a adicdo de 60 g.L™* de sacarose e 5,0 g.L™" de
fitagel.

e Os estudos anatdmicos na cultivar RB867515, permitiram a caracterizacdo do
processo de embriogénese somética e a confirmag&o desta via de regeneragéo.

e A cultivar RB867515 apresentou maior porcentagem de formagdo de calos
embriogénicos e regeneracdo de embrides sométicos em plantas, que as
cultivares RB855536 e RB92579.

e Foi possivel a regeneracdo de plantas de cana-de-acicar via embriogénese
somatica para as cultivares de RB867515, RB855536 € RB92579, num periodo

de 150 dias apds a inoculagdo dos explantes.
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ANEXO

Tabela 1. Quadro de analise de variancia para inducdo de calos em folhas imaturas de cana-de-acucar,
cultivar RB867515.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F

Bloco 3 37.02474 12.34158  0.589
Auxinas 2 404.6328 202.3164  9.663 ***
Concentragdo 3 756.8893 252.2964 12.051
Linear R2=0.91 1 689.3565 689.3565  32.926***
Quadrat. R2=1.00 1 67.09505 67.09505  3.205M*
Clbico R2=1.00 1 0.4377604 0.4377604  0.021 N*°
Auxina*Conc 6 5.388021 0.8980035  0.043 M®
Residuo 33 690.8971  20.93628

*** Significativo a 5% (P < 0,05)
Coeficiente de Variacdo = 5.9%

Tabela 2. Porcentagem média de formacdo de calos a partir de folhas imaturas através do uso de
diferentes auxinas.

Auxinas Médias
2,4-D 80.12 a
Picloram 78.94 a
Dicamba 7350 b

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Quadro de andlise de variancia para indugdo de calos em apices caulinares de cana-de-
aclcar, cultivar RB867515.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F

Bloco 3 186.1354 62.04514 3.099
Auxinas 2 431.4557 215.7279 10.776%**
Concentragdo 3 214.1563 71.38542 3.566
Linear R2=0.95 1 202.5844 202.5844  10.120***
Quadrat. R2=0.97 1 6.020833 6.020833 0.301 N°
Clbico R2=1.00 1 5.551042 5.551042 0.277 N8
Auxinas*Conc 6 55.61719 9.269531 0.463N°
Residuo 33 660.6146 20.01862

*** Significativo a 5% (P < 0,05)
Coeficiente de Variacdo = 4.8%
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Tabela 4. Porcentagem média de formacdo de calos a partir de apices caulinares através do uso de
diferentes auxinas.

Auxinas Médias
2,4-D 96,25 a
Picloram 92,94 ab
Dicamba 89,37 b

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 5. Quadro de andlise de variancia para formacdo de calos embriogénicos a partir de folhas
imaturas de cana-de-agUcar, cultivar RB867515.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F

Bloco 3 71.19271 23.73090  0.682
Auxinas 2 1486.065 743.0326  21.355%**
Concentragdo 3 1543.734 5145781 14.789
Linear R2=0.90 1 1396.838 1396.838  40.146***
Quadrat. R2=0.99 1 136.6875 136.6875  3.928 M
Clbico R2=1.00 1 10.20937 10.20937 0.293N*®
Auxina*Conc 6 98.16406 16.36068 0.470 NS
Residuo 33 1148.214  34.79435

*** Significativo a 5% (P < 0,05)

Coeficiente de Variacdo = 13.7%

Tabela 6. Porcentagem média de formacao de calos embriogénicos a partir de folhas imaturas através
do uso de diferentes auxinas.

Auxinas Médias
2,4-D 49,75 a
Picloram 43,19 b
Dicamba 36,00 c

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Quadro de analise de variancia para formacdo de calos embriogénicos a partir de apices
caulinares de cana-de-agucar, cultivar RB867515.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Bloco 3 63.35417 21.11806 1.750
Auxinas 2 766.2214 383.1107 31.739
Auxinas* Concentr 6 626.1016 104.3503 8.645%**
Concentr/Al 3 2383.766 Linear 2050.312 169.76***
Quadrat. 324.000 26.82***
Cubico 9.453 0.70M
Concentr/A2 3 765.6055 Linear 709.5383 58.75%**
Quadrat. 49.8789 4.13%°
Clbico  6.1882 0.5M%
Concentr/A3 3 249.1992 Linear 238.91 19.78***
Quadrat.  0.66 0.05N%
Cubico 9.62 0.79 NS
Residuo 33 398.33 12.0771

*** Significativo a 5% (P < 0,05)

Coeficiente de Variacdo = 7.428

62



