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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial organogénico e
embriogénico de variedades brasileiras de cana-de-aglcar, a taxa de
multiplicacdo, a tolerancia ao congelamento e ao armazenamento in vitro por
crescimento minimo, além de analisar a estabilidade genémica por citometria de
fluxo dos materiais regenerados e conservados. Inicialmente, apices caulinares
foram inoculados em meio de MS suplementado com 5,0 mg L™ de ANA e 0,5
mg L? de KIN para estabelecimento do material in vitro. Em seguida, dez
variedades foram avaliadas quanto a taxa de multiplicagdo em meio contendo
0,2 mg L™ de BAP e 0,1 mg L™ de KIN por oito subcultivos consecutivo. A
consisténcia do meio e a estabilidade genémica também foram verificadas. Para
a embriogénese, quatorze variedades foram avaliadas quanto a formacdo de
calos em meio de inducéo contendo 3,0 mg L™ de 2,4-D e taxa de regeneragio
em meio suplementado com 1,86 mg L™ de ANA e 0,09 mg L* de BAP. A
capacidade morfogénica foi avaliada durante 3 subcultivos. A conservacao dos
gendtipos ocorreu em meio constituido de %MS e 30 g L™ de sorbitol, acrescido
ou ndo de ABA, a 18 °C. A quantidade de DNA foi verificada por citometria de
fluxo. Criopreservacdo de &pices caulinares por meio da técnica droplet
vitrification também foi realizada. De maneira geral, em todos 0s experimentos
realizados, as respostas variaram entre as variedades. Na organogénese
constatou-se regeneracdo tanto pela via direta como indireta. Dentre as 22
variedades, 18 apresentaram potencial organogénico. A taxa de multiplicacdo in
vitro foi influenciada pela consisténcia do meio (liquido e semissélido), ademais,
verificou-se que subcultivos consecutivos induziram a formacdo de variacdes
morfoldgicas nos explantes e uma taxa de 30% de variacdo no conteido de
DNA. O processo embriogénico foi assincrénico, mas a partir da sexta semana
de cultivo j& foi possivel observar a formacdo de plantas. A maioria das
variedades manteve a capacidade morfogénica no tempo, embora tenha se
observado um retardamento do processo regenerativo. Na conservacdo, o meio
sem a presenca de ABA foi o0 que proporcionou as maiores taxas de
sobrevivéncia. A recuperacdo do crescimento foi rapida, todavia, através da
citometria de fluxo, observou-se uma reducdo na quantidade relativa de DNA
estimada aos doze meses de conservacdo. Na criopreservacdo, constatou-se taxas
de sobrevivéncia de 20 e 10% dos explantes, quando antes do congelamento, 0s
apices foram desidratados por 20 e 30 minutos em PVS 2, respectivamente. A
diversidade dos resultados encontrados podem auxiliar os programas de
melhoramento genético da cultura, ou entdo, acelerar a distribuicdo de materiais
promissores, ou mesmo, conservar a variabilidade genética da espécie.

Palavras-chave: Saccharum spp. Organogénese. Embriogénese Somatica.
Criopreservacdo. Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the organogenic and embryogenic potential
of Brazilian varieties of sugarcane, multiplication rate, tolerance to freezing and
slow-growth in vitro storage, besides analyzing the genomic stability by flow
cytometry of the regenerated and conservated material. Initially, stem apexes
were cultured on MS medium supplemented with 5.0 mg L™ ANA and 0.5 mg L
! of KIN to establish the material in vitro. Subsequently ten varieties were
evaluated regarding the multiplication rate in medium containing 0.2 mg L™
BAP and 0.1 mg L™ KIN for eight consecutive subcultures. The consistency of
the medium and genomic stability were also verified. For the embryogenesis,
fourteen varieties were evaluated for calli formation in induction medium
containing 3.0 mg L 24-D and regeneration frequency in medium
supplemented with 1.86 mg L ANA and 0.09 mg L™ BAP. The morphogenic
capacity was evaluated along three subcultures. The preservation of genotypes
occurred in medium consisting of %2MS and 30 g L™ sorbitol with or without
added ABA, at 18 °C. The amount of DNA was verified by flow cytometry.
Cryopreservation of shoot tips through droplet vitrification technique was also
performed. In general, in all experiments, responses varied significantly among
varieties. In the organogenesis, regeneration was observed by the direct route as
well as the indirect. Among the 22 varieties, 18 had organogenic potential. The
in vitro multiplication rate was influenced by the consistency of the medium
(liquid or semi-solid), furthermore, we found that consecutive subcultures
induce the morphologic variations in explants. There was a 30% variation rate in
the relative amount of DNA starting from the 4™ subculture. The embryogenic
process was asynchronous, but from the sixth week of cultivation, it was already
possible to observe the formation of plants. Most of the varieties maintained
morphogenic capacity in time, although we observed a slowing of the
regenerative process. Regarding preservation, the medium without ABA was
that which provided the highest survival rates. The growth recovery was rapid,
however, through flow cytometry, we observed a decrease in the relative amount
of DNA estimated at twelve months of storage. In the cryopreservation, a rate of
20 and 10% survival of explants was found when prior the freezing the apices
were dehydrated for 20 to 30 minutes in PVS 2, respectively. The diversity of
the results can assist the culture breeding programs, or else accelerate the
distribution of promising materials, or even preserve the genetic variability of
the species.

Key words: Saccharum spp. Organogenesis. Somatic Embryogenesis.
Cryopreservation. Flow Cytometry.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de biocombustiveis a partir de recursos renovaveis é
essencial para a sustentabilidade da economia mundial, preservacdo do meio
ambiente e mitigagdo dos efeitos de emisséo do CO, (MATSUOKA; FERRO;
ARRUDA, 2009), considerado o principal gas causador do efeito estufa e das
mudancas climaticas globais (CHENG; TIMILSINA, 2011).

No Brasil, o etanol tem sido produzido por processos industriais de
fermentacdo alcodlica desde o comeco da década de 20, mas foi somente apos a
crise do petrdleo em 1973 que 0 pais passou a investir macicamente no aumento
de producdo. Em novembro de 1975, o governo langou o Programa Pré-Alcool
com objetivo de reduzir o preco dos combustiveis e a dependéncia de
importacdo do petréleo (AMORIM et al., 2011).

Desde entdo, uma quantidade significativa de etanol e biodiesel séo
produzidos como biocombustiveis para substituir parcialmente a gasolina e o
diesel no setor de transportes (CHENG; TIMILSINA, 2011). E para atender a
demanda de mercado nacional, pesquisas tém sido cada vez mais focadas no
desenvolvimento de culturas com alta producdo de biomassa, visando a maior
producéo de bioenergia (WACLAWOVSKY et al., 2010).

O etanol é produzido a partir da fermentacdo de aglicares como sacarose
e amido (WACLAWOVSKY et al., 2010). Nos Estados Unidos, a producao €
quase totalmente provinda do amido de milho, o qual € convertido a glucose
através da adicdo de enzimas do grupo das amilases e glucoamilases. J& no
Brasil, o caldo da cana-de-acucar é a matéria-prima preferencial, respondendo
por cerca de 80% da produgdo (SAINZ, 2009).
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Atualmente, cerca de 430 usinas e destilarias processam mais de 600
milhdes de toneladas de cana-de-aclcar por safra, produzindo cerca de 27
bilhdes de litros de etanol e 38,7 milhdes de toneladas de acicar (AMORIM et
al., 2011). Até a presente data, a producédo de etanol, a partir da cana-de-agucar,
tem sido considerada uma tecnologia bem sucedida, com avangos consideraveis
nos mercados de combustiveis. Entretanto, com o crescimento em importancia e
expansdo da cultura, torna-se evidente a necessidade do pais em desenvolver
novas tecnologias para o setor sucroalcooleiro, com destaque a melhor qualidade
de matéria prima entregue as industrias e ao aumento da produtividade por area
(SAINZ, 2009; TAO; ADEN, 2009).

Sabe-se que a domesticacdo da cana-de-acUcar € relativamente recente e
pouco do potencial genético dessa espécie e de seus parentes selvagens foram
obtidos pelos programas de melhoramento genético (DILON et al., 2007).
Entretanto, na Gltima década, a melhor compreensdo e manipulacdo do genoma
da cana-de-agUcar permitiram aumentos consideraveis no rendimento e
produtividade da cultura, por meio do desenvolvimento de cultivares mais
adaptadas a diferentes condicdes climaticas, resistentes a pragas, mais eficientes
no uso da dgua e nutrientes, entre outras caracteristicas agrondmicas desejaveis
(LAKSHMANAN et al., 2005).

Atualmente, as variedades de cana-de-agucar cultivadas sdo o resultado
do cruzamento interespecifico entre Saccharum officinarum, S. barbieri, S.
sinense e as espécies selvagens S. spontaneum e S. robustum. A cana-de-agUcar
apresenta um dos genomas mais complexos do reino vegetal, com um nimero
somatico de cromossomos que varia entre 70-120 (D’HONT et al., 1996). Esta

complexidade dificulta a aplicacdo de técnicas convencionais de melhoramento
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genético para a cultura visando o desenvolvimento de novas cultivares com
maior produtividade e tolerancia a estresses bidticos e abidticos. Desta forma, tal
complexidade e fatores somados tornam a cana-de-aglcar uma excelente
candidata para que técnicas biotecnoldgicas sejam aplicadas.

Nesse contexto, as diferentes técnicas da cultura de tecidos podem ser
importante aliadas, seja para o desenvolvimento mais rapido de novas cultivares,
seja para auxiliar programas de melhoramento genético da cultura, ou entéo,
para acelerar a distribuicdo de materiais promissores, ou mesmo, conservar a
variabilidade genética da espécie, uma vez que, até 0 momento, a conservagdo
de germoplasma de cana-de-acucar é feita a partir de cole¢cfes em bancos de
germoplasma mantidos em campo (ROACH, 1995). Para tanto, 0s processos de
estabelecimento, multiplicagdo e regeneracdo in vitro devem estar
completamente elucidados.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial organogénico e
embriogénico de variedades brasileiras de cana-de-agUcar, determinar a taxa de
multiplicacdo in vitro e a tolerancia ao congelamento e ao armazenamento in
vitro por meio da técnica de crescimento minimo, além de analisar a estabilidade

gendmica por citometria de fluxo dos materiais regenerados e conservados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 A cultura da cana-de-agUcar

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma importante cultura no mundo
tropical devido ao seu alto conteido de agucar armazenado no colmo. Originou-
se no sudeste da Asia e na Nova Guiné (DILLON et al., 2007) e foi introduzida
no Brasil durante o periodo colonial, por volta de 1502. Atualmente, é bastante
difundida no pais e representa a principal matéria-prima para a fabricacdo do
acucar, do etanol e aguardente.

A érea cultivada com cana-de-agucar destinada & atividade
sucroalcooleira na safra 2012/13 est4 estimada em 8.520,5 mil hectares,
distribuidas em praticamente todos os estados brasileiros. O estado de Sdo Paulo
é 0 maior produtor com 51,87% (4.419,46 mil hectares), seguido por Goias com
8,52% (725,91 mil hectares) e Minas Gerais com 8,47% (721,86 mil hectares).
A Regido Nordeste ocupa a segunda posi¢do no ranking da producdo nacional
com mais de 64 milhdes de toneladas, correspondendo a aproximadamente 12%
da produgdo nacional (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO,
CONAB, 2012).

A espécie, pertencente a familia Poaceae, também é caracterizada pelo
alto contetido de compostos quimicos valiosos para as industrias, alta eficiéncia
fotossintética e é uma das plantas mais eficientes no uso da agua (HELLER-
USZYNSKA et al., 2011).

E uma planta com metabolismo C4 apresentando um mecanismo

concentrador de CO, que a torna mais competitiva sob condicGes de estresse,
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tais como altas temperaturas, altas intensidades Iuminosas e baixa
disponibilidade de &4gua, pois consegue manter altas taxas fotossintéticas mesmo
guando os estbmatos estdo fechados e limitar o fluxo de carbono por meio da via
fotorrespiratoria (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Além disso, a espécie representa um sistema Unico de fonte-dreno por
duas razdes: 1) o armazenamento de assimilados em altas concentracfes é na
forma de sacarose, um soluto osmoticamente ativo, enquanto muitas outras
plantas armazenam polissacarideos insollveis como o amido; 2) o
armazenamento ocorre nos tecidos parenquimaticos do caule (colmo) e ndo nos
orgéos dreno terminais (McCORMICK; WATT; CRAMER, 2009). Isso torna o
contelido de sacarose um dos principais fatores utilizados na sele¢do de novas
cultivares (LINGLE et al., 2009), que inicialmente surgiram do cruzamento
entre S. officinarum L. e S. spontaneum L. (CASU et al., 2005).

Esta hibridizacdo interespecifica foi caracterizada pela transmisséo
cromossdmica assimétrica, o que resultou em cultivares altamente poliploides e
geneticamente complexas, com maior contelldo de sacarose e resisténcia a
patégenos, além do aumento no vigor e na adaptabilidade da espécie
(PIPERIDIS; PIPERIDIS; D'HONT, 2010). Desde entdo, iniciaram-se 0s
cruzamentos entre hibridos para obtencdo das cultivares atuais e cruzamentos
com espécies aparentadas para ampliacdo da variabilidade genética (DILLON et
al., 2007).

Entretanto, como a cana-de-aglcar apresenta, principalmente,
reproducdo vegetativa por meio de colmos, esse processo é trabalhoso e

demorado, levando de 10 a 14 anos desde a obtencdo dos hibridos, passando
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pelas sucessivas selecbes e, finalmente, as experimentacdes de campo
(ALVAREZ et al., 1983).

Para superar essas restricdes, pesquisadores focaram no aprimoramento
e desenvolvimento de novas tecnologias potencialmente eficientes que
auxiliaram efetivamente as técnicas de melhoramento genético convencional e
aceleraram a obtencdo das cultivares modernas de cana com caracteristicas
agrondmicas desejaveis.

Nesse contexto, as técnicas de cultivo in vitro se destacaram com
inimeras vantagens em relagdo a multiplicacdo em campo e, atualmente, sdo
fundamentais para os programas de melhoramento genético de plantas
(CIDADE et al., 2006). Dentre as vantagens, destacam-se a alta taxa de
multiplicagdo de clones, a producdo de material livre de doengas em curto
espaco de tempo, a geracdo de somaclones, a conservacgdo e o intercambio de
germoplasma (SNYMAN; NKWANYANA; WATT, 2011).

2.2 Cultivo in vitro

A técnica de cultura de tecidos refere-se ao cultivo in vitro de explantes
em meio de cultura com composicdo quimica determinada e em condic¢Bes
assépticas e controladas de luminosidade e temperatura. Esta tecnologia esta
baseada na totipotencialidade das células e explora as condi¢cdes que promovem
a divisdo celular e reprogramacdo genética no ambiente in vitro, em resposta a
um estimulo determinado. Desenvolvida no inicio dos anos 1960, a cultura de
tecidos de plantas tornou-se um procedimento padrdo para a biotecnologia
moderna (LOYOLA-VARGAS; VAZQUEZ-FLOTA, 2006).
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A cultura de tecidos com a cana de-agucar iniciou-se no Havai em 1961.
Desde entdo, diversas técnicas de regeneragdo in vitro e micropropagacao
avancaram rapidamente, e hoje estdo sendo utilizadas comercialmente por paises
produtores para a propagacdo em larga escala de novas variedades de cana-de-
acucar (CHENGALRAYAN; ABOUZID; GALLO-MEAGHER, 2005;
LAKSHMANAN, 2006).

Os protocolos ja descritos para a espécie tém como base processos de
regeneracao in vitro a partir de meristemas apicais e axilares, apices caulinares e
tecidos de folhas imaturas, por processos de embriogénese somaética e
organogénese em cultivo convencional estético ou pela utilizacdo de biorreatores
de imersdo tempordria (HO; VASIL, 1983; GARCIA et al, 2007,
MORDOCCO; BRUMBLEY; LAKSHMANAN, 2009).

Apesar de alguns protocolos ja estarem bem estabelecidos, estes ndo se
aplicam universalmente a todas as variedades de cana-de-agucar, uma vez que
diversos fatores influenciam a regeneracdo e a estabilidade genética das plantas
in vitro, tais como genotipo, tipo de explante, condi¢des de cultivo e combinacao
destes (SNYMAN et al., 2011).

Cidade et al. (2006) relataram diferencas entre métodos de cultivo (meio
semissolido, liquido estacionario e liquido sob agitacdo) na morfogénese in vitro
de cana-de-acucar. Estes autores verificaram que o cultivo de brotos de cana-de-
acticar em meio liquido sob agitacdo possibilita aumentos de até 100% na
produgdo de plantas, em compara¢do com o cultivo em meio semissolido.
Entretanto, uma das limitagdes do meio de cultura liquido € a alta incidéncia de

hiperhidricidade em alguns genétipos ao longo do cultivo, e sdo facilmente
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verificadas por meio da aparéncia vitrificada das plantas (SNYMAN;
NKWANYANA; WATT, 2011).

Outro aspecto importante é a utilizacdo de plantas de cana-de-acucar
previamente estabelecidas in vitro como fonte preferencial de explante. Ao
contrario das plantas oriundas do campo, estas apresentam uniformidade
fisioldgica e constante disponibilidade de material, ndo requerem desinfestacao e
usualmente liberam menor quantidade de compostos fenolicos (GARCIA et al.,
2007). Além do tipo de explante e sua origem, deve-se também atentar ao
tamanho, a polaridade e a sua orientagdo no meio de cultura, uma vez que estes
reagem em resposta a diferentes concentragbes de fito-hormonios end6genos e
exogenos (LAKSHMANAN et al., 2006).

E esse balanco hormonal entre o explante e o meio de cultura é
responsavel pela formagdo e crescimento de diferentes 6rgdos vegetais. De
acordo com Garcia et al. (2007), as vias de regeneracdo organogénica e
embriogénica a partir de um mesmo explante é geralmente relatada em resposta
a diferentes reguladores de crescimento ou concentra¢des do mesmo regulador.

A regeneracdo de brotos de cana-de-aglcar, por exemplo, pode ser
obtida pela organogénese direta por meio da exposicdo dos explantes a pelo
menos uma citocinina e uma auxina, em uma alta razdo citocinina:auxina. Mas
também pode ser obtida indiretamente, por meio da reorganizacdo do meristema
no estagio de calo, também em resposta ao balan¢o auxina e citocinina para
formac&o de brotos e raizes, respectivamente (SNYMAN et al., 2011).

De maneira geral, o ajuste as condi¢gdes de cultivo podem fornecer

estimulos alternativos para diferentes tipos de células e refinar os sistemas de
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regeneracdo de plantas para a espécie, nas distintas vias morfogénicas
(LAKSHMANAN et al., 2006).

2.2.1 Organogénese

A criacdo de uma nova organizacgdo celular nos tecidos e o surgimento
de novos 6rgaos, onde antes eles ndo existiam, € chamada de organogénese. Esse
processo de neoformacdo de parte aérea e/ou raiz pode ocorrer de duas formas:
diretamente de um tecido vegetal (sem a proliferacéo de calos) ou indiretamente
de células indiferenciadas ou desorganizadas (calos) (LEMQOS, 2010).

Muitas vezes ndo é possivel fazer uma clara distin¢do entre as formas
direta e indireta, uma vez que é comum a ocorréncia simultanea dos dois tipos
de organogénese em um mesmo tecido. Além disso, Rocha et al. (2012)
demonstraram similaridade na resposta organogénica e caracteristicas
citologicas das células envolvidas em ambas as vias de regeneracéo a partir de
explantes ndo meristematicos de Passiflora edulis.

Para a cana-de-acUcar, a rota organogénica in vitro ja foi estabelecida e,
na maioria dos relatos, os protocolos foram baseados em plantas oriundas do
campo e na regeneracdo por via organogénica indireta (GARCIA et al., 2007;
ELDESSOKY et al., 2011). Entretanto, o risco de variacdo genética ou
somaclonal aumenta quando as plantas originam-se por meio de calos (CID;
TEIXEIRA, 2010).

Diante deste contexto, Gill, Malhotra e Gosal (2006) preocuparam-se em
desenvolver um protocolo de regeneracéo para cana-de-aglcar de maneira rapida

e direta. Os melhores resultados foram obtidos em meio contendo 5,0 mg L™ de
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4cido naftalenoacético (ANA) e 0,5 mg L™ de cinetina (KIN) quando em
condicGes de luminosidade.

Ja Franklin et al. (2006) desenvolveram outro protocolo eficiente, porém
envolvendo duas etapas principais: pré-tratamento em um meio de inducdo de
calo contendo &cido 2,4-diclorofenoxiacético, seguido da transferéncia para
meio indutor de brotacbes, contendo cinetina e benzilaminopurina. Estes autores
acreditam que o 2,4-D aumenta a eficiéncia de regeneracdo tornando um maior
namero de células competentes.

Contudo, sabe-se que o genotipo, a polaridade e consequentemente a
orientagdo do tecido, o tamanho e o estadio de desenvolvimento dos explantes
apresentam  um  papel determinante no  potencial  organogénico
(LAKSHMANAN et al., 2006), variando de espécie para espécie.

2.2.2 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica é o processo de desenvolvimento de embrides
a partir de células somaticas. E uma promissora ferramenta para a réapida
propagacio de clones (LOYOLA-VARGAS; VAZQUEZ-FLOTA, 2006) e tem
sido obtida para um grande numero de plantas, incluindo muitos membros da
familia Poaceae (NIEVES et al., 2003).

A embriogénese pode ocorrer por duas vias: direta ou indireta. No
primeiro caso a formacdo do embrido ocorre por meio da diferenciacdo das
células do explante utilizado, gerando uma copia geneticamente idéntica a planta
matriz. JA& a embriogénese indireta, envolve uma etapa intermediaria de

proliferacdo celular, formacdo de calo e, posteriormente, a formacdo dos
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embrides somaticos. O processo da embriogénese gera uma estrutura bipolar
sem conexao com o explante de origem (CANCADO et al., 2012).

Para a cana-de-aclcar, Ho e Vasil (1983) foram um dos primeiros a
reportarem a embriogénese somatica e a regeneragdo de plantas por meio da via
indireta. Esses autores estudaram sistematicamente os fatores que controlam a
formacdo dos calos embriogénicos, os requerimentos nutricionais, a histologia e
a ontogenia do desenvolvimento de formacdo dos embriGes somatico a partir de
segmentos foliares. Trés tipos de calos com potenciais morfogénicos distintos
foram verificados: calos compactos, calos fridveis e mucilaginoso. De acordo
com Bashayake, Moyler e Birch (2011) estes tipos de calos variam entre
genotipos, meio de cultura, idade e subcultivos.

Os calos embriogénicos apresentam crescimento rapido, alta atividade
metabolica e possuem mais proteinas sollveis, prolina livre, atividade
proteolitica e acuUcares sollveis em relagdo aos calos ndo embriogénicos
(NIEVES et al., 2003). A presenca de compostos nitrogenados aumenta a
producdo de embrides somaticos de cana-de-aclcar e favorecem a sua
germinacdo (NIEVES et al., 2008).

Para a maioria dos protocolos descritos, a embriogénese somaética da
cana-de-agucar € induzida em resposta a auxina, principalmente o 2,4-D, com
concentracdes de 2 — 4 mg L™ sendo mais efetivas (LAKSHMANAN, 2006).
Inicialmente forma-se um calo mucilaginoso, seguido por um calo branco
compacto nodular que posteriormente se diferencia em embrioides a partir de
células individuais, pequenas, de paredes finas, citoplasma denso e com muitos

vactolos e grdos de amido. A regeneracdo de plantas é alcancada com a
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transferéncia dos calos para meio de cultura, geralmente contendo baixa
concentracdo de auxina (HO; VASIL, 1983).

Entretanto, Garcia et al. (2007) demonstraram que a resposta dos
explantes cultivados em presenca da auxina é modulada pela luz. Na auséncia da
luz, a auxina (2,4-D e Picloram) induz a formagéo de calos embriogénicos. Por
outro lado, quando os explantes estdo na presenca de auxina e mantidos sob
condicdo de luminosidade durante todo o periodo de cultivo, a regeneracdo
acontece por meio da organogénese direta e/ou indireta. As massas pro-

embriogénicas na presenca de luz ndo chegam a atingir o estadio de maturidade.

2.3 Variacao somaclonal

O termo variacdo somaclonal € utilizado para descrever qualquer
variagdo genética e epigenética detectada nas plantas derivadas da cultura de
células e tecidos, independente da rota morfogénica ou explante utilizado
(LARKIN; SCOWCROFT, 1981).

E um fendmeno causado por fatores intrinsecos e extrinsecos
relacionados ao cultivo in vitro (SUPRASANNA et al., 2010). E desde sua
primeira observacdo em 1959, a variacdo somaclonal continua sendo um dos
principais problemas para diversas plantas cultivadas in vitro (BAIRU;
AREMU; STADEN, 2011).

A aplicacdo potencial das técnicas de cultura de tecidos para a
propagacdo clonal de plantas estd baseada na estabilidade genética das plantas
regeneradas (SUPRASANNA et al., 2010). Como um método de propagacéao

assexual, envolvendo apenas divisdes mitoticas, teoricamente nao deveria causar
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qualquer tipo de variacdo ao tecido (LARKIN; SCOWCROFT, 1981), que é
indesejavel para a propagacdo comercial de plantas e conservacdo de
germoplasma.

Entretanto, o ambiente in vitro pode ser mutagénico durante o periodo
de cultura. Os métodos de propagacdo, o tipo de cultivo, a concentracdo dos
reguladores de crescimento, 0 nimero assim como a duracdo dos subcultivos sdo
alguns dos fatores que podem determinar a frequéncia de variacdo (BAIRU;
AREMU; STADEN, 2011).

O cultivo in vitro da cana-de-aglcar muitas vezes apresenta niveis
consideraveis de variagdo somaclonal (LARKIN; SCOWCROFT, 1981;
ZUCCHI et al., 2002; RAJESWARI et al., 2009). Estas variacbes somaclonais
podem ocorrer a nivel morfolégico, fisioldgico e bioguimico, bem como, a nivel
genético. Dentre esses, a variacdo morfoldgica € mais facilmente observada
através de caracteres como estatura, morfologia foliar, didmetro, pigmentacao,
entre outros (HUANG et al., 2012).

Na maioria das vezes, a origem das varia¢des encontradas no ambiente
in vitro é desconhecida. E embora as mutacdes na sequéncia do DNA tenham
sido apontadas como causa provavel de variagdo fenotipica, estd se tornando
cada vez mais claro que o papel tem sido desempenhado pela regulacdo
epigenética (MIGUEL; MARUM, 2011).

A regulacdo epigenética na variacdo somaclonal proposta por Bird
(2007) envolve a adaptagdo estrutural de regides cromossomicas a fim de
registrar, sinalizar ou perpetuar os estados de atividade alterados. E esta
intimamente relacionado com as variagdes fenotipicas dos individuos

(MIGUEL; MARUM, 2011). Envolvem, portanto, mecanismos de silenciamento
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ou ativagdo de genes de maneira reversivel e ndo hereditaria, ou seja, sem a
ocorréncia de aberragdes cromossdémicas ou mudangas na sequéncia de
nucleotideos do DNA (KAEPPLER; KAEPPLER; RHEE, 2000).

A metilagdo do DNA é um dos mecanismos principais de alteracdes
epigenéticas e, normalmente, esta relacionada ao silenciamento de genes. Esse
processo consiste na modificacdo covalente do DNA, na qual um grupamento
metila (CH;) é adicionado no carbono 5 de uma citosina resultando na reducdo
da expressdo génica nos locais metilados (MIGUEL; MARUM, 2011).

Os variantes somaclonais podem ser detectados utilizando diversas
técnicas biotecnoldgicas, cada qual com suas peculiaridades. Contudo, na
maioria das vezes, sdo mais facilmente detectadas por meio de métodos
moleculares como, por exemplo, as técnicas de RAPD, AFLP, microssatélites,
isoenzimas entre outros (SMULDERS; KLERK, 2011).

Atualmente, a técnica de citometria de fluxo tem sido amplamente
utilizada, devido a sua alta precisdo e rapidez de andlise (BAIRU; AREMU;
STADEN, 2011).

2.4 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo envolve a analise de propriedades de fluorescéncia
e de dispersdo da luz de particulas em suspensdo, que sdo obrigadas a
interceptar, dentro de um fluxo de fluido, um foco de luz intensa (SHAPIRO,
2004).

As particulas excitadas e a fluorescéncia emitida sdo separadas por uma

série de filtros 6ticos e espelhos dicroicos, respectivamente (EECKHAUT;
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LEUS; HUYLENBROECK, 2005). Diversos circuitos no interior do aparelho
convertem esses sinais fluorescentes em valores digitais, que sdo armazenados e
exibidos na forma de histogramas (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

Devido ao fato de as particulas serem analisadas individualmente e em
alta velocidade, grandes populacbes podem ter o conteido de DNA mensurado
em um curto espaco de tempo (SHAPIRO, 2004). Por essa razdo, a citometria se
tornou um excelente método para triagem de ploidia, deteccdo de mixoploidia e
aneuploidia, determinagdo de vias reprodutivas e estimacdo do conteudo de
DNA (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

Desde o primeiro relato sobre o estudo de citometria utilizando material
vegetal, h4 aproximadamente 35 anos, varios métodos foram testados a fim de
superar as dificuldades para a liberacdo dos nucleos de maneira intacta
(OCHATT, 2008). Atualmente, o protocolo desenvolvido por Galbraith et al.
(1983) continua a ser o mais confiavel e rapido e, dada a sua simplicidade,
permitiu que diversos tipos de explantes fossem analisados (tecidos foliares,
embrides, pdlen, protoplasto, suspensédo celular e calos).

O método envolve basicamente a realiza¢do de cortes em uma pequena
guantidade de tecido fresco em um tampéo adequado de lise, capaz de destruir as
membranas celulares e nuclear e, assim, permitir a liberacdo dos nucleos.
Entretanto, devido a heterogeneidade dos materiais vegetais, aspectos como
composicdo do tampdo de extracdo dos nucleos, padrdo de referéncia e o tipo de
fluorocromo devem ser otimizados (EECKHAUT; LEUS; HUYLENBROECK,
2005), uma vez que interferem diretamente na qualidade das anélises.

Nos dias atuais, a citometria de fluxo tem sido utilizada para fazer

distincdo entre regenerantes obtidos pelas diferentes técnicas de cultivo in vitro.
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Nenhuma variagdo no contetdo de DNA foi encontrada em plantas de Olea sp.,
Passiflora spp. e Lathyrus spp. regeneradas e propagadas in vitro (BRITO et al.,
2010; DA SILVA et al, 2011; OCHATT; CONREUX; JACAS, 2013).
Entretanto, ao contrario destes trabalhos, Prado et al. (2010) detectaram
variantes somaclonais por citometria de fluxo em plantas de Vitis vinifera
regeneradas via embriogénese somatica.

Para a cana-de-acUcar, até 0 momento, nenhum trabalho de citometria de

fluxo envolvendo plantas regeneradas in vitro foi encontrado na literatura.

2.5 Conservacao ex situ dos recursos genéticos

Os recursos genéticos sao definidos como a fragdo da biodiversidade que
tem previsdo de uso atual ou potencial. Assim, compreendem as variedades
tradicionais, melhoradas, linhas avancadas e os parentes selvagens de espécies
cultivadas e, consequentemente, sdo portadores de alelos de grande significado
para 0 melhoramento genético (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, FAO, 1989; ALLEM, 2000).

Atualmente, os recursos genéticos sdo conservados em bancos e
colecBes de germoplasma, que sdo unidades conservadoras de germoplasma de
uso imediato ou com potencial de uso futuro. Podem-se conservar nos seus
habitats naturais (in situ), em condigdes diferentes as do seu habitat natural (ex
situ), ou combinando os métodos de maneira complementar. A selecdo de um ou
varios métodos depende das necessidades, possibilidades e da espécie em foco
(SANTOS; BETTENCOURT, 2002).
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A conservacdo por meio da protecdo de areas naturais deve ser o
principal meio para a manutencdo desses recursos. Apresenta vantagens em
termos de cobertura, viabilidade e sustentabilidade econdmica (POSSIEL;
SAUNIER; MEGANCK, 1995). Entretanto, a vulnerabilidade das plantas, as
intempéries climaticas e os ataques de patdgenos em condicdes de campo tém
dificultado a conservacao dos recursos genéticos in situ.

A conservacdo ex situ é, muitas vezes, a Unica opcdo viavel para
espécies de grande interesse econdmico, como é o caso da cana-de-agUcar que
apresenta propagacdo vegetativa por meio de colmos. De acordo com Veiga et
al. (2006), essa conservagdo desdobra-se em varias modalidades entre as quais
destacam-se a conservacgdo in vitro, as colecBes de campo, em camaras frias e
em nitrogénio liquido (-196° C).

A manutencdo das espécies fora de seu habitat natural tem como
principais caracteristicas: (i) preservar alelos por séculos; (ii) permitir que em
apenas um local seja reunido material genético de muitas procedéncias,
facilitando o trabalho do melhoramento genético; (iii) garantir melhor protecéao a
diversidade intraespecifica (BRASIL, 2011).

2.5.1 Conservacdo in vitro

As técnicas da cultura de tecidos podem ser utilizadas, de maneira geral,
para a propagacdo em larga escala de plantas, seja para pesquisa, reintroducdo
ou comercializacdo. Mas também podem ser a base para 0s bancos de

germoplasma in vitro, como forma de preservar a diversidade genética,
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principalmente quando as sementes ndo podem ser armazenadas devido a
recalcitrancia (PENCE, 2011).

A conservacdo in vitro pode ser feita a partir de mudancas nas condicdes
de cultivo para desacelerar ou suprimir drasticamente o crescimento das células,
tecidos e 6rgdos (ROCA; ARIAS; CHAVEZ, 1991).

De acordo com Engelmann (2011), o método de crescimento minimo
tem sido utilizado com sucesso para a conservagdo a curto e médio prazo,
principalmente de meristemas e/ou apices caulinares de muitas espécies, e
consiste na reducdo do crescimento e no aumento dos intervalos entre os
subcultivos, sem afetar significativamente a viabilidade dos explantes.

Esta diminuicdo na atividade metabélica pode ocorrer devido alteracdes
fisicas do ambiente (temperatura e luminosidade) e/ou quimica do meio de
cultivo (retardadores de crescimento, componentes organicos e inorganicos)
(LEMOS et al., 2002; LIMA-BRITO et al., 2011; SILVA; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2011).

Uma abordagem amplamente aplicada envolve a adicdo de agentes
osmoticos e/ou reducdo da temperatura na qual as espécies sdo mantidas. Em
geral, temperaturas entre 15 a 20 °C promovem maiores taxas de sobrevivéncias,
associadas a menor taxa de crescimento, sem mudancgas morfolégicas aparentes
e alteracOes anatbmicas dos tecidos vegetais (PEDROSO et al., 2010; SILVA,
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011). A baixa temperatura aumenta o intervalo de
transferéncia para novo meio e, muitas vezes, independe do tipo e concentracéo
do carboidrato utilizado (LIMA-BRITO et al., 2011).

Normalmente, agentes osmoticos tais como sacarose, manitol e sorbitol

sdo adicionados ao meio para reduzir-lhe o potencial hidrico e dificultar a
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absorcdo de &gua e nutrientes (FARIA et al.,, 2006). Além disso, estes
carboidratos podem ser combinados com algum inibidor de crescimento, como
acido abscisico ou acido salicilico a fim de aumentar a eficiéncia dos resultados
e manter a alta taxa de sobrevivéncia dos explantes durante periodo de
conservacao in vitro (KEATMETHA et al., 2006).

Os métodos de conservagdo in vitro sdo considerados particularmente
interessantes para as espécies agricolas de grande importancia econémica
(PENCE, 2011). Em condi¢des padrées de cultivo, plantas de cana-de-agUcar in
vitro crescem rapidamente e consomem a maior parte dos nutrientes do meio em
cerca de trés a quatro semanas, sendo necessaria a repicagem constante dos
explantes com a renovacao do meio. Entretanto, com a reducdo do metabolismo
por meio de agentes osmaticos e baixa temperatura, as plantas sdo capazes de
permanecerem viaveis por até um ano no mesmo meio de cultura (LEMOS et
al., 2002).

De maneira geral, a criacdo de colecbes de plantas sob condigdes
cuidadosamente controladas é conceitualmente simples, mas possuem algumas
limitacbes como a contaminacdo por micro-organismos e a variacdo somaclonal
ao longo do cultivo (WITHERS, 1991). E para minimizar este risco, o material
conservado deve ser monitorado periodicamente quanto a sua estabilidade
genética, viabilidade e estado fitossanitario (OLIVEIRA et al., 2000).

2.5.2 Criopreservagao

Nas ultimas décadas, a tecnologia de criopreservacdo de plantas tem

evoluido rapidamente como a maneira mais promissora no armazenamento em
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longo prazo dos recursos genéticos vegetais. Além disso, tem sido considerada a
técnica de maior potencial para preservar espécies que se propagam
vegetativamente ou que possuem sementes inviadveis, intermedidrias ou
recalcitrantes (GONZALEZ-BENITO; CLAVERO-RAMIREZ; LOPEZ-
ARANDA, 2004).

Essa técnica caracteriza-se pela manutencdo da estrutura vegetal em
nitrogénio liquido, seja em estado liquido (-196° C) ou em vapor
(aproximadamente -150° C) (WITHERS; ENGELMANN, 1997). Esta
temperatura ultra-baixa proporciona uma reducdo drastica do metabolismo
celular, mantendo intacto o material biolégico conservado e assegurando-lhe alta
estabilidade genética e fisioldgica (ENGELMANN, 2004).

A criopreservacdo pode ser aplicada a uma variedade de materiais
vegetativos como, por exemplo, gemas apicais, gemas axilares, embrides
zigdticos, embrides somaticos, calos e suspensao celular. Estas potenciais fontes
de explantes permitem muitas aplicacfes possiveis para a técnica, o que torna
extremamente dificil definir um protocolo de criopreservacdo Unico e com ampla
aplicacdo (SARASAN et al., 2006).

Além disso, sabe-se que o0 maior desafio para os protocolos de
criopreservacao é realizar um congelamento sem a formacdo de cristais de gelo
no interior das células. Esses cristais geram uma série de danos mecanicos,
bioquimicos e osméticos aos tecidos (CARVALHO, 2007), resultando em perda
da semi-permeabilidade e da compartimentacédo celular (SANTOS, 2001).

De acordo com Carneiro e Cal-Vidal (2000) a 4gua congelada tem um
comportamento peculiar: expande-se ao cristalizar e, ao fundir-se, tem a

tendéncia de recristalizar formando longos e protundentes cristais de gelo. Para
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tanto, protocolos convencionais envolvem o pré-tratamento do material
bioldgico a fim de remover parte da dgua dos tecidos antes de mergulha-los no
nitrogénio liquido (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008). Panis; Piette e Swennen
(2005) afirmaram que a chave para 0 sucesso da criopreservagao ndo esta com a
tolerancia ao congelamento, mas com a tolerancia a desidratacao e sua inducao.

Por isso, as técnicas de criopreservacdo desenvolvidas mais
recentemente estdo baseadas na vitrificacdo (PANIS; PIETTE; SWENNEN,
2005), principalmente, devido a praticidade da técnica e a alta percentagem de
regeneracdo (RYYNANEN; ARONEN, 2005; WANG; FAN; LIAW, 2005).
Este novo procedimento envolve o congelamento induzido pela desidratacéo das
células a temperaturas ultra-baixas por meio da remocao de uma grande parte de
agua congelavel das células, seja através da secagem ao ar ou pela exposic¢do a
uma solucdo de vitrificacdo altamente concentrada (SAKAI; ENGELMANN,
2007).

= Técnica baseada na vitrificacao

A formacdo de cristais de gelo, sem a reducdo extrema do conteudo da
agua celular, s6 pode ser prevenida através da vitrificacdo, que refere-se a
passagem da agua diretamente da fase liquida para uma fase amorfa ou de vidro,
evitando a formacdo de gelo cristalino (PANIS; LAMBARDI, 2005).

Os primeiros relatos sobre o uso de uma solugdo de vitrificacdo em
tecidos vegetais ocorreu em 1989, a partir de estudos com Brassica campestris
(LANGUIS et al.,, 1989) e Asparagus officinalis (URAGAMI et al., 1989).

Recentemente, esta técnica estd bem difundida entre os criobiologistas e o



34

namero de espécies criopreservadas tem aumentado acentuadamente nos Gltimos
anos.

A técnica fundamenta-se no tratamento dos explantes com uma solucao
de vitrificacdo altamente concentrada e por periodos de tempo variaveis (de 15
minutos até 2 horas), seguido pela imersao direta em nitrogénio liquido (-196°C)
(PANIS; LAMBARDI, 2005).

As solucBes de vitrificacdo, denominadas de crioprotetores, removem a
agua osmoticamente das células, alteram as caracteristicas de congelamento e
evitam a cristalizacdo intracelular (VOLKS; WALTERS, 2006; VOLK;
HARRIS; ROTINDO, 2006). Sabe-se que essas substincias devem possuir
como propriedades essenciais, uma baixa toxicidade para as células e alta
solubilidade em dgua (GONZALEZ- ARNAO et al., 2008).

Uma grande quantidade de substancias foram investigadas quanto a
atividade crioprotetora e, posteriormente, classificadas quanto a sua eficiéncia
em desidratar as celulas e estabilizar as proteinas e membranas. (FULLER,
2004; VOLK; HARRIS; ROTINDO, 2006). Fuller (2004) ressaltou que apesar
do uso rotineiro, 0s mecanismos de acdo destas solucdes sobre as células sdo
ainda pouco compreendidos.

De maneira geral, 0 sucesso da criopreservacdo através da vitrificagdo
estd no controle dos procedimentos de desidratacdo e prevencdo de injurias
causadas pela toxicidade quimica ou estresse osmotico excessivo durante o
tratamento com as solucdes crioprotetoras. Assim, a otimizacdo do tempo e
temperatura de exposi¢do € muito importante para se conseguir uma maior taxa
de regeneracdo dos explantes (SAKAI; ENGELMANN, 2007).
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= Ténica Droplet vitrification

Os trabalhos baseados na técnica de droplet vitrification tém
demonstrado aplicabilidade para uma grande variedade de espécies e tecidos
(HALMAGYI; PINKER, 2006; SANT et al., 2008; GUZMAN-GARCIA;
BRADAI; SANCHEZ-ROMERO, 2013). De acordo com Panis et al. (2011) a
técnica combina a aplicacdo das solucBes de vitrificacdo altamente concentradas
com uma taxa de congelamento e descongelamento ultrarrapido.

Os passos basicamente envolvem a desidratacdo osmotica dos explantes
e 0 congelamento em uma microgota de solucgdo de vitrificacdo (PVS) colocada
sobre uma tira de papel aluminio, na qual é imersa diretamente em nitrogénio
liquido (PANIS, PIETTE; SWENNEN, 2005).

O pequeno volume de crioprotetor (10 a 15 pL) é que caracteriza o
principal interesse da técnica em atingir um congelamento e descongelamento
extremamente rapido (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Esses s&o requerimentos
essenciais para evitar os danos letais causados pela formacéo dos cristais de gelo
intracelular.

Droplet Vvitrification € a mais recente técnica de criopreservagdo
desenvolvida (SAKAI; ENGELMANN, 2007) e, quando comparada com outras
técnicas convencionais de criopreservacdo, tem demonstrado maiores taxas de
sobrevivéncia. Para a bananeira, o aumento ficou em torno de 23 a 46%, dentre
oito diferentes grupos gendmicos (PANIS, PIETTE; SWENNEN, 2005). Sant et
al. (2008) verificaram taxas de 73-100% de regeneracdo para acessos de taro,

sendo significativamente superior aos 30% obtidos pelo protocolo basico de
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vitrificagdo. Chen et al. (2011) também descreveram que o método de droplet foi
eficiente para a conservacao de cultivares de Lilium.

Para a cana-de-acUcar apenas um relato na literatura foi encontrado para
a criopreservacdo de é&pices por meio desse método (BARRACO;
SYLVESTREA; ENGELMANN, 2011). Entretanto, de acordo com esses
autores estudos adicionais necessitam ser realizados a fim de otimizar o
protocolo para a espécie e aumentar a taxa de regeneracdo encontrada, de apenas
28%. Além disso, ndo existem trabalhos de criopreservacdo envolvendo as

diversas variedades brasileiras de cana-de-agucar.
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RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o potencial organogénico de vinte e
duas variedades brasileiras de cana-de-acucar, além de verificar a taxa de
multiplicacdo in vitro e a estabilidade gen6mica por citometria de fluxo ao longo
de subcultivos mensais e consecutivos. Para isso, apices caulinares foram
coletados em condicBes de campo e levados para o laboratério onde camadas
externas de folhas foram retiradas. Ap6Os a assepsia, a porcdo aclorofilada foi
seccionada e colocada em meio de MS suplementado com 5,0 mg L™ de ANA e
0,5 mg L? de KIN. Para a taxa de multiplicacdo, dez variedades foram
selecionadas e inoculadas em meio de MS de consisténcia liquida ou semissélida
acrescido de 0,10 mg L™ de KIN e 0,20 mg L™ de BAP. Os subcultivos foram
realizados a cada 30 dias por um periodo de até 8 meses. A estabilidade
gendmica foi verificada por citometria de fluxo a cada dois subcultivos. Ao final
do experimento, as brotacGes foram enraizadas e aclimatizadas em casa de
vegetacdo. Como resultados, observou-se regeneracdo tanto pela via
organogénica direta como indireta. A variedade SP716949 apresentou a maior
formacdo de brotos por explante (aproximadamente 14,5), seguida das
variedades VAT 90-186 (11,7 brotos/explante) e VAT 90-212 (9,9
brotos/explante). Observou-se forte oxidacdo dos explantes em quatro das
variedades estudadas o que, provavelmente, impediu a regeneragdo dos mesmaos.
Na multiplicacdo, observou-se interacdo significativa entre variedade,
consisténcia do meio de cultura e nimero de subcultivos. De maneira geral, nos
primeiros subcultivos o meio de consisténcia liquida apresentou resultados
similares ou superiores quando comparado com 0 meio semissélido, contudo, a
partir do quarto subcultivos, o meio semissolido foi superior. Variacdes
morfoldgicas foram verificadas a partir do quarto subcultivo. Além disso, em
algumas variedades, pequenas alteracfes na quantidade relativa de DNA foram
detectadas por citometria de fluxo. Brotagdes de cana-de-agUcar de aspecto
normal foram enraizadas e aclimatizadas com sucesso ap0s o oitavo subcultivo.

Palavras-chave: Saccharum spp. Micropropagacdo. Variacdo somaclonal.
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ABSTRACT

This study aimed to assess the organogenic potential of twenty-two
varieties of Brazilian sugarcane, besides verifying the multiplication rate in vitro
and genomic stability via flow cytometry during monthly and consecutive
subcultures. For this, stem apexes were collected in the field and taken to the
laboratory where the outer leaf layers were removed. After sterilization, the
achlorophyllated portion was sectioned and placed on MS medium
supplemented with 5.0 mg L™ ANA and 0.5 mg L™ KIN. For the multiplication
rate, ten varieties were selected and inoculated in liquid or semi-solid MS with
added 0.10 mg L™ KIN and 0.20 mg L™ BAP. The subcultures were performed
every 30 days over a period of 8 months, always keeping the number of
tillers/flask constant. The genomic stability was verified by flow cytometry
every two subcultures. At the end of the experiment, the shoots were rooted and
acclimatized in a greenhouse. As results, we observed both direct and indirect
organogenic regeneration. The variety SP 716949 was that which presented the
highest shoot formation per explant (approximately 14.5), followed by varieties
VAT 90-186 (11.7 shoots/explant) and VAT 90-212 (9.9 shoots/explant). We
observed a strong oxidation of explants in four varieties studied that probably
prevented regeneration. In the multiplication, we observed significant interaction
among variety, culture medium consistency and number of subcultures. In
general, in the first subcultures, the liquid medium provided similar or superior
results when compared to the semi-solid, however, from the fourth subculture,
the semi-solid was superior. Morphological variations were verified starting
from the fourth subculture. Furthermore, in some varieties, small changes in the
relative amounts of DNA were detected by flow cytometry. Sugarcane shoots of
normal appearance were rooted and acclimatized after the eighth subculture.

Keywords: Saccharum spp. Micropropagation. Somaclonal variation.
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1 INTRODUCAO

As técnicas de cultura de tecidos de plantas tém sido efetivamente
utilizadas para a propagacdo clonal e o melhoramento genético de diversas
culturas (ROCHA et al., 2012), fornecendo ndo sé plantas mais produtivas e
resistentes a patégenos, mas também com maior vigor e adaptabilidade a
diversos ambientes (PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010).

Entretanto, estes procedimentos exigem um sistema eficiente e
previamente estabelecido para a selecdo, regeneracdo e proliferacdo destas
plantas de interesse agrondmico (YANG et al., 2010).

Para a cana-de-agucar, desde que as abordagens relacionadas ao cultivo
de células e tecidos iniciaram na década de 60, inUmeras técnicas foram
desenvolvidas para o género. As vias organogénicas e embriogénicas se
tornaram os sistemas de regenera¢do mais utilizados (LAKSHMANAN et al.,
2006), apesar de competéncia e determinagdo dos explantes variar
significativamente entre os genotipos (GARCIA et al., 2007; BASNAYAKE;
MOYLE; BIRCH, 2011).

Atualmente, métodos biotecnolégicos aplicados a propagacdo massal
sdo uma realidade bastante comum na agroindustria de cana-de-agUcar por
permitirem a producdo de plantas com melhor qualidade e de maneira mais
rapida que os métodos convencionais (SNYMAN et al., 2011). Contudo, a
producdo de plantas pode apresentar algumas limitacGes, como por exemplo, 0
estresse do ambiente in vitro que pode acarretar alteracbes epigenéticas
(WANG; WANG, 2012).
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De maneira geral, o método de cultivo aplicado e o numero de
subcultivos in vitro, assim como a concentragdo e tipo de reguladores de
crescimento empregados, frequentemente, influenciam no surgimento de
variagdes somaclonais em cana-de-agtcar (HUANG et al., 2012)

Estas variacbes podem ocorrer em nivel morfoldgico, fisiologico,
bioquimico e genético. Dentre estes, a variagdo morfolégica € mais facilmente
observada por meio de caracteres como estatura, morfologia foliar, diametro,
pigmentacéo, entre outros (HUANG et al., 2012).

Pesquisas recentes tém demonstrado que a avaliagdo precoce da
estabilidade genética das plantas regeneradas in vitro pode ser Util para provar a
pureza dos regenerantes, especialmente durante a micropropagacao clonal e nos
estudos de transformacdo genética (SENGAR; SENGAR; GARG, 2011;
PANDEY et al., 2012).

De fato, a ocorréncia de variacdo somaclonal ainda continua a ser um
dos grandes problemas da cultura de tecidos (BAIRU; AREMU; STADEN,
2011), e para a cultura da cana-de-acUcar nao é diferente.

Atualmente, dentre as varias técnicas disponiveis, especial atencdo tem
sido fornecida a citometria de fluxo para a deteccdo dos variantes somaclonais
(MALLON; RODRIGUEZ-OUBINA; LUZ GONZALEZ, 2010; PRADO et al.,
2010).

Devido ao fato de as particulas serem analisadas individualmente e em
alta velocidade, grandes populacfes de células podem ser mensuradas em um
curto espaco de tempo (SHAPIRO, 2004). Por esta razdo, a citometria tornou-se

um excelente método para triagem de ploidia, deteccdo de mixoploidia e
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aneuploidia e estimacdo do conteudo total de DNA (DOLEZEL; BARTOS,
2005).

No Brasil, apesar da importancia econdbmica da cana-de-aglcar e do
cultivo de mudas em grande escala via cultura de tecidos, nenhum grande estudo
foi realizado até o momento para identificar as variedades brasileiras mais
responsivas in vitro e, principalmente, verificar o comportamento e a
estabilidade genémica destas em condicGes prolongadas de cultivo.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial organogénico e a taxa
de multiplicac&o in vitro de variedades brasileiras de cana-de-agucar, bem como
determinar a estabilidade genémica por citometria de fluxo dos regenerantes ao

longo de oito subcultivos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Potencial organogénico de variedades brasileiras de cana-de-agucar

Para verificar o potencial organogénico de plantas de cana-de-acUcar,
apices caulinares de 22 variedades brasileiras foram coletados na Embrapa
Tabuleiros Costeiros, Rio Largo — AL e enviadas para o Laboratério de Cultura
de Tecidos Il da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizado em
Brasilia — DF (Tabela 1). A coleta foi realizada no més de julho de 2012,

aproximadamente 8 meses apos o plantio no campo.

Tabela 1 Relacdo de variedades brasileiras de cana-de-aglcar enviadas ao Laboratorio de
Cultura de Tecidos Il da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para
serem estabelecidas in vitro. Brasilia — DF, 2011.

RB 83160 RB 92579 SP 791011
RB 99395 SP 813250 SP 701143
RB 863129 SP 851431 VAT 90-212
RB 867515 SP 716949 VAT 90-61
RB 93509 SP 813804 VAT 90-186
RB 845210 SP 854594 CB 98710
RB 921003 SP 784764 CB 45-3
RB 951541

Em laboratério, os apices caulinares foram lavados com detergente em
agua corrente e as camadas mais externas de folhas retiradas, a fim de facilitar o
manuseio na camara de fluxo laminar e evitar a contaminacéo dos explantes in

vitro.
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Apos a realizagdo da limpeza inicial, os apices foram imersos em &lcool
70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio (NaClO) (2,5% de cloro ativo) por vinte
minutos, seguido de trés lavagens em agua destilada e autoclavada.

Com o auxilio de pingas e bisturi, cerca de 2 a 3 folhas foram retiradas e
a por¢do mais interna e aclorofilada seccionada transversalmente, com espessura
de aproximadamente 3 mm (Figura 1). Para evitar a oxidacdo, os explantes
foram rapidamente inoculados em meio de cultura contendo sais de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 ¢ L? de sacarose, 5,0
mg L* de &cido naftalenoacético (ANA), 0,5 mg L™ de cinetina (KIN) e
solidificado com 2,3 g L* de Phytagel® (SIGMA), conforme protocolo
estabelecido por Gill, Malhotra e Gosal (2006).
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Figura 1 Procedimentos utilizados para inducdo da organogénese a partir de apice
caulinar de cana-de-aglcar provenientes de propagulos de plantas adultas do
campo. Apices caulinares antes da assepsia (A-C) (Barra = 5,0 cm) e apds
assepsia em camara de fluxo laminar (D e E) (Barras = 1 cm).

Posteriormente & inoculagdo, os explantes foram mantidos na presenca
de luz, sob temperatura de 25+2 °C, 16 horas de fotoperiodo e irradiacdo de
30 pmol.m®.s™, fornecida por lampadas fluorescentes (Sylvania, 40w) brancas
frias.

Neste experimento, utilizaram-se 2 4pices caulinares para cada
variedade de cana-de-aglcar, os quais foram seccionados fornecendo 30

explantes de 3 mm cada. Uma vez seccionados os explantes foram distribuidos
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em delineamento inteiramente casualizado em 10 placas de Petri estéreis e
descartaveis (15 x 90 mm), cada qual contendo 3 sec¢des dos explantes.

Ap0s 40 dias de cultivo avaliaram-se a percentagem de regeneracdo, 0
nimero médio de brotos regenerados, a percentagem de formacdo de raizes
adventicias e calos na base dos explantes, bem como a percentegem de oxidagdo
fendlica dos explantes.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se
0 programa estatistico Sisvar® (FERREIRA, 2011) e as médias comparadas
pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os dados expressos em
porcentagem foram transformados por arco-seno e os dados obtidos por
contagem segundo (x+1) ®® com o intuito de atender os pressupostos necessarios

para a realizacdo das analises.

2.1.1 Analise histoldgica

Para a analise anatdmica e elucidacdo da rota de regeneragdo a partir de
apices caulinares in vitro, amostras foram coletadas aos 40 dias de subcultivo e
fixadas em FAA 70 (Formaldeido, &cido acético e etanol 70%, em razdo de
1:1:18 v/iv) (JOHANSEN, 1940).

Subsequentemente, as amostras foram desidratadas em série alcodlica
crescente (70-100%), infiltradas e incluidas em historresina (Leica®) de acordo
com as recomendacbes do fabricante. Cortes seriados transversais e
longitudinais (7-10 um) foram obtidos em micrétomo rotatério manual (Leica
modelo RM 2125), distendidos e aderidos as laminas microscopicas em placa

aquecida a 40°C.



59

Os cortes foram corados com azul de Toluidina (O’BRIEN; FEDER;
MCCULLY, 1964), seguido da montagem entre lAmina-laminula com Entellan.
Os resultados foram registrados em fotomicroscédpio, acoplado a um sistema

digital de captura de imagens (Software ImagePro 4.0).

2.2 Taxa de multiplicagdo in vitro

Para avaliar a taxa de multiplicacdo e a estabilidade gendmica das
brotagBes ao longo de subcultivos consecutivos, dez variedades de cana-de-
acucar regeneradas, conforme item 2.1 e selecionadas aleatoriamente, foram
utilizadas como fonte de explante para este experimento — SP 716949; SP
784764; SP 701143; SP 854594; RB 83160; RB 845210; RB 863129; VAT 90-
212; VAT 90-186; VAT 90-61.

Para tanto, brotacdes foram excisadas da matriz em camara de fluxo
laminar, e inoculados em meio de MS adicionado de 30 g L? de sacarose, 0,10
mg L™ de KIN e 0,20 mg L™ de BAP. Duas consisténcias do meio de cultura
foram utilizadas: semissolida (MSS) e liquida estacionaria (ML). A solidificacdo
foi realizada com 2,3 g L™ de Phytagel. Para ambos os meios, o pH foi ajustado
para 5,840,1 antes da esterilizagdo, realizada por autoclavagem a 121° C por 20
minutos.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento sob condicdes de
luminosidade, temperatura de 252 °C, 16 horas de fotoperiodo e irradia¢do de
30 pumol.m?s™. As condicdes de cultivo foram as mesmas para todas as

variedades.
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Os subcultivos foram realizados em intervalos de 30 dias cada e, ao final
de cada subcultivo, além da avaliacdo da taxa de multiplicacdo (nimero de
brotos com tamanho superior a 0,5 cm), também foi determinado o diametro do
caule com auxilio de um paquimetro digital, a altura dos brotos até a intersecdo
da ultima folha, a formacdo de rosetas e anormalidades e a contaminacdo do
meio de cultivo.

No total, foram realizados 8 subcultivos. Como repeticao utilizaram-se 3
frascos de vidro de 250 mL de capacidade com 5 brotacbes para cada
consisténcia de meio de cultivo (MSS e ML).

Os dados foram analisados em esquema de parcelas subdivididas no
tempo pelo programa estatistico Sisvar e as médias comparadas pelo Teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os dados expressos em percentagem foram

transformados por arco-seno e dados obtidos por contagem segundo (x+1)°°.

2.2.1 Estabilidade gendmica por meio da citometria de fluxo

A cada dois subcultivos de 30 dias cada, brotac6es recém-formadas das
dez variedades foram coletadas e avaliadas quanto ao conteido de DNA por
citometria de fluxo no Laboratério de Cultura de Tecidos — Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

Foram utilizadas aproximadamente 20-30 mg de folhas jovens das
plantas, e do padréo de referéncia externo - tomateiro (Lycopersicum esculentum
L.). Os tecidos foram triturados em placa de Petri contendo 1 mL de tampéo de
extracdo resfriado para a liberagdo dos nucleos (DOLEZEL; DOLEZELOVA,
NOVAK, 1994). O tampao utilizado para estas andlises foi o Marie (MARIE;
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BROWN, 1993) [50 mM glicose, 15 mM NaCl, 15 mM KCI, 5 mM
Na,.EDTA, 50 mM citrato de sédio, 0.5% Tween 20, 50 mM HEPES (pH 7.2) e
1% (m/v) polivinilpirrolidona-10 (PVP-10)].

Apo6s 0 processo de extracdo, a suspensdo de nucleos foi aspirada com
auxilio de pipeta de Pasteur e filtrada através de uma malha de 50 pm. Os
nacleos foram corados pela adigdo de 25 puL de uma solugdo de 1 mg/ImL de
lodeto de Propideo.

O contetdo de DNA nuclear em (pg) das plantas foi estimado

utilizando-se a férmula:

DNA amostra = [M] X DNA padrio
G1 padrido

As andlises foram realizadas em citdmetro FacsCalibur (BD,
Bioscienses, San Jose, CA, USA) e os histogramas gerados analisados
estatisticamente no software WinMDI 2.8.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeti¢des por
variedade, sendo que, cada uma foi composta por uma brotacéo e duas leituras.
Os conteudos de DNA (pg) obtidos foram submetidos a analises de variancia e

as médias comparadas pelo Teste de Tukey no programa estatistico Sisvar.
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2.2.2 Enraizamento in vitro e aclimatizaco em casa de vegetacdo

Ao final do oitavo subcultivo, brotagbes foram individualizadas,
transferidas para meio de enraizamento e, uma vez enraizadas, aclimatizadas em
casa de vegetacdo.

O meio de cultivo utilizado para a inducgdo de raizes in vitro foi o de MS
reduzido a 50%, acrescido de 5,0 mg L™ de ANA (PATHAK et al., 2009), 30 g
L™ de sacarose e 2,3 g L™ de Phytagel. O pH foi ajustado para 5,8+0,1 e 10 mL
do meio de cultura distribuidos em tubos de ensaio (25 x 150 mm) antes da
autoclavagem a 121 °C por 20 minutos.

As brotacdes foram transferidas em camara de fluxo laminar e as origens
marcadas de acordo com o meio de multiplicacdo (ML ou MSS). Para cada
variedade, as repeticdes foram compostas por 10 brotacGes oriundas do meio
liquido e 10 brotagdes do meio semissolido. Apds a inoculacdo, as brotagoes
foram mantidas em sala de crescimento sob condi¢des de luminosidade,
temperatura de 25+2 °C, 16 horas de fotoperiodo e irradiacio de 30 pmol.m?s™.

A inducdo de raizes, a altura das brotagcdes (cm) e a formacdo de brotos
secundarios foram avaliadas ao 40° dia de cultivo e, logo em seguida, iniciaram-
se 0s processos de pré-aclimatizagdo dos explantes ainda em sala de
crescimento. Inicialmente, retirou-se o filme PVC utilizado para vedacdo dos
tubos de ensaio e, 72 horas apds, as tampas também foram removidas.

Transcorrido o periodo de 48 horas sem qualquer tipo de vedacdo, as
brotacGes foram lavadas em agua corrente, para remocdo dos residuos do meio

de cultura, e levadas para casa de vegetacdo onde foram transplantadas em
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bandejas de 60 células contendo substrato Bioplant® e areia, na proporgédo 1:1
(V/Vv).

Para proporcionar um microclima Umido para as brotacBes durante o
periodo de aclimatizagdo, estas foram envoltas por uma cobertura de pléastico e
irrigadas diariamente durante periodo de sete dias.

Apo6s 21 dias de aclimatizacdo, foram observados a percentagem de
sobrevivéncia, 0 nimero de brotos e a altura da parte aérea (cm). Os dados
obtidos foram analisados pelo programa estatistico Sisvar através de um
esquema fatorial 2 x 10 (dois tipos de meios de cultura quanto a consisténcia x
dez variedades). Dados referentes a percentagem foram transformados por arco-
seno e dados de contagem segundo (x+1)*°. A comparagdo entre as médias foi
feita pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Potencial organogénico das variedades de cana-de-agUcar e analise
histoldgica

A regeneracao da cana-de-agUcar in vitro a partir de segmentos de folhas
imaturas ocorreu de forma rapida e eficiente e permitiu a obtencdo de um grande
namero de brotos em curto espaco de tempo.

De acordo com Gill, Malhotra e Gosal (2006), 0 método de regeneracao
aplicado é simples e facilmente reproduzivel para a indugdo de regeneragdo
direta de plantas, a partir de segmentos de folhas imaturas. Entretanto, ao
contrario dos resultados encontrados por esses autores, a regeneracdo das
variedades brasileiras de cana-de-aclcar estudadas neste trabalho ocorreram
tanto pela via organogénica direta (Figura 2A e B) quanto pela via indireta
(Figura 2C) com formacdo de calos na base dos explantes antes da regeneracéao

de novas brotaces.
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Figura 2 Organogénese in vitro de Saccharum spp. a partir de apices caulinares de
plantas de campo. A - B: Regeneracdo direta aos 30 dias de cultivo observados
nas variedades SP 854594, RB 845210, respectivamente; C - E: Aspecto da
regeneracdo indireta com formacdo de calos em secgdes dos explantes nas
variedades SP 841431, RB 93509 e VAT 90-212; F:. Formacdo de raizes
adventicias na variedade RB 867515; G: Desenvolvimento dos brotos em meio
de inducéo contendo ANA + KIN apo6s 40 dias de cultivo (Barras = 0,5 cm).

Os calos formados inicialmente eram fridveis e apresentaram aspecto

mucilaginoso (Figura 2D). Posteriormente, sobre este tecido, verificou-se o
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surgimento de um calo compacto nodular de coloracdo esbranquicada (Figura
2E). Em aproximadamente 15 dias de cultivo, observou-se a proliferacdo das
massas calogénicas e o desenvolvimento de gemas adventicias, evidenciadas
pela coloracgdo verde.

De modo geral, o processo organogénico para todas as variedades
estudadas neste trabalho ocorreu de forma assincrdnica, com presenca de gemas
e brotos em diferentes estadios de desenvolvimento. Em alguns explantes, a
formac&o de raizes adventicias foi observada (Figura 2F).

Na Figura 2G, pode-se verificar o desenvolvimento de brotacdes,
aparentemente normais, a partir de segmentos foliares oriundos do campo.

A andlise histolégica confirmou o desenvolvimento de gemas
adventicias contendo meristema apical e primérdios foliares formados
diretamente do explante foliar. Observou-se o desenvolvimento do procambio
conectando as gemas com o explante de origem (Figura 3A).

Gemas adventicias também se desenvolveram a partir de calos nodulares
formados na base dos explantes de origem. Na figura 3B, é possivel observar
uma gema adventicia, em inicio de desenvolvimento, contendo meristema
apical, primordios foliares e tecidos procambiais. Estas caracteristicas
evidenciaram a estrutura unipolar das gemas, com ampla conexd com o calo

organogeénico.
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Figura 3 Analise histoldgica do processo organogénico de cana-de-actcar (Saccharum
sp.). A: Gemas adventicias, em diferentes estddios de desenvolvimento,
formadas diretamente do explante foliar; B: Desenvolvimento inicial de gema
adventicia formada a partir de calo nodular; C: Gema adventicia, oriunda de
calo nodular, em estadio mais avancado de desenvolvimento, apresentando
primordios foliares e feixes vasculares. MA: meristema apical do caule; PF:
primordios foliares; PC: procambio; FL: folha de origem; CN: calo nodular;
FV: feixes vasculares (Barras = 50 pum).

Em estadio mais avancado, gemas adventicias contendo feixes
vasculares ja desenvolvidos foram observadas conforme apresentado na Figura
3C.
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Dibax et al. (2013) verificaram a regeneragdo dos brotos de duas
variedades de cana-de-acUcar (RB92579 e RB93509) a partir de dois tipos
distintos de organizacdo celular: calos nodulares similares a embrides somaticos
em estadio globular ou calos organogénicos translcidos com intensa divisdo
celular.

Garcia et al. (2007) verificaram que plantas in vitro de cana-de-agucar
guando incubadas na luz e na presenca de alta concentracdo de auxina exibiram,
primeiramente, regeneracdo direta a partir da camada externa do parénquima
fundamental, seguido do desenvolvimento de calos organogénicos.

A percentagem de calos formados na base dos explantes para cada
variedade estudada pode ser verificada na Tabela 2. Além disso, caracteristicas
como percentagem de formag&o de raizes adventicias e percentegem de oxidacéo
fendlica também foram avaliadas, pois de alguma maneira, podem estar
relacionadas com o potencial regenerativo das variedades estudadas, que neste

trabalho, foi altamente influenciado pelo genotipo.
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Tabela 2 Percentagem de explantes das variedades de cana-de-agucar que apresentaram
oxidacdo fenolica, formacdo de raizes adventicias e calo na base durante o
cultivo em meio de cultura de MS + 5,0 mg L™ ANA e 0,5 mg L™ de KIN.
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, 2011.

Variedades Calo Raizes Oxidacao
RB 867515 41c 37,2a 20,6¢
RB 951541 41c 47b 62,0a
RB 93509 0,0c 46b 615a
RB 92579 14,0c 47b 66,5 a
CB 98710 22,1c 36b 29,5b
SP 813804 16,5¢ 6,6b 56,4 a
SP 701143 45,6 b 16,5b 41,2 b
SP 791011 82¢c 24,7b 41,2 b
RB 921003 44,3 b 44,0a 22,0c
SP 813250 59,6 b 6,6b 6,6 C
RB 83160 28,4 ¢ 235b 378b

CB 45-3 49,8 b 38,5a 440b

RB 863129 59,7b 232b 16,5¢
SP 841431 33,0¢c 46,4 a 6,6 C
VAT 90-61 29,4 ¢ 18,3 b 73¢
SP 784764 46,4 b 13,2b 132¢
SP 854594 79,9 a 39,7a 99¢c
RB 845210 83,3a 50,0 a 82c

VAT 90-186 66,5° 38,8a 11,0c

VAT 90-212 73,2a 36,4 a 6,6 ¢C
SP 716949 76,6 a 63,3 a 99¢c
RB 99395 29,6 ¢ 20,6 b 123¢

* Médias seguidas por mesma letra, pertencem ao mesmo grupo, pelo Teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

A identificagdo dos gen6tipos com melhor capacidade morfogénica € o
primeiro passo para estudos de transformacao de plantas utilizando as técnicas
de cultura de tecidos (TEXEIRA et al., 2011).
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Como se pode verificar na Figura 4A, dentre as vinte e duas variedades
estudadas, sete delas (SP784764, SP854594, RB845210, VAT90-186, VAT90-
212, SP716949 e RB99395) se mostraram mais responsivas ao tratamento
empregado (5,0 mg L™ de ANA e 0,5 mg L™ de KIN) em comparagéo as outras
estudadas e apresentaram média de regeneracdo de pelo menos 81,9%.

Um grupo de nove variedades apresentou uma taxa de regeneracdo
considerada intermediéria, onde aproximadamente 60% dos explantes
produziram brotos. J& as variedades com menor frequéncia de regeneragdo
foram: SP 813804 (16%), RB 93509 (14,1%), RB 92579 (14,1%), CB 98710
(14,6%), RB 951541 (12%) e a variedade RB 867515, a qual apenas 4,11% dos

explantes foram organogénicos (Figura 4A).
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Figura 4 Comparacao de variedades brasileiras de cana-de-aglcar quanto a percentagem
de regeneragdo (A) e formacdo média de brotos (B), ap6s 40 dias de cultivo em
meio de cultura de MS suplementado com 5,0 mg L™ ANA e 0,5 mg L™ de
KIN. As variedades com a mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Lakshmanan et al. (2006) acreditam que apesar dos genotipos
desempenharem um papel importante no controle da regeneracdo de brotos in
vitro, este efeito pode ser minimizado com a concentracdo e tipo da auxina

utilizada, a polaridade e a orientacéo do tecido, além do tamanho e do estadio de



72

desenvolvimento dos explantes. Neste sentido, torna-se evidente a necessidade
de adaptar o protocolo utilizado para as variedades menos responsivas.

Dibax et al. (2013) obtiveram uma maior eficiéncia de regeneracdo das
variedades RB 92579 (91%) e RB 93509 (60%) se comparado com os resultados
encontrados neste trabalho, quando a cultura dos explantes ocorreu em um meio
de inducéo de calo contendo 2,0 mg L™ de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D), seguido do cultivo em meio indutor de brotacdes, contendo 0,1 mg L™ de
KIN e 0,2 mg L™ BAP.

Para a formacdo inicial de brotos, a transferéncia para meio contendo
citocinina parece fundamental, uma vez que 0s genes ativados nesta fase
respondem a inducdo por esta classe de fito-horménio (CHE et al., 2006;
FRANKLIN et al., 2006). Portanto, a regulacdo hormonal e o periodo de
exposicdo a auxina/citocinina tornam-se importantes pontos a serem
considerados para moderacao da via de regeneracdo da cana-de-agucar.

Além da variacdo na percentagem de regeneracdo, observou-se que as
variedades também se diferenciaram significativamente com relacdo a
guantidade de brotos adventicios formados, ou seja, a alta frequéncia de
regeneracao da maioria das variedades, ndo esta diretamente relacionada com o
namero médio de brotos formados.

Com resultados significativamente superiores, destacaram-se as
variedades VAT 90-186, VAT 90-212 e SP 716949 com formacdo média de
35,3, 29,8 e 43,5 brotos por explante, respectivamente (Figura 4B).

Um segundo grupo, composto de nove variedades, apresentou formacgéo
média de 17,0 brotos por parcela e aproximadamente 5,6 brotos por explantes.

Em seguida, aparece um terceiro grupo contendo cinco variedades e média de
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7,7 brotos e, por ultimo, cinco variedades de cana-de-agUcar apresentando média
de apenas 1,4 brotos por explante (Figura 4B).

As variedades mais responsivas a regeneracdo (SP 854594, RB 845210,
VAT 90-186, VAT 90-212 e SP 716949) foram as que apresentaram maior
percentagem de explantes com formagdo de calos na superficie do corte e de
raizes adventicias, contudo, menor percentagem de oxidacdo (Tabela 2).

Ao contrério, as variedades com menor percentual de regeneracdo (RB
951541; RB 93509; RB 92579 e SP 813804) foram as que apresentaram maior
taxa de oxidagdo fendlica dos explantes, que comprometeram a regeneracéo dos
mesmos.

Para algumas espécies de plantas, o corte do explante com o bisturi
desencadeia a oxidagdo fenolica. Além disso, trabalhos relacionados constataram
que os niveis de fendis totais produzidos pelos tecidos aumentam ao longo do
cultivo e a alta atividade da enzima polifenol oxidases (PPO) é que conduz ao
escurecimento e, eventualmente, a morte do tecido (OZYIGIT, 2008).

Para evitar esse problema de producdo de fendis por parte dos tecidos,
pesquisadores tém utilizado solugGes antioxidantes como &cido citrico, acido
ascérbico e cisteina antes da inoculacdo (KHAN et al., 2007; DIBAX et al.,
2013) ou incluidos no meio de cultura (KHAN; KHATRI, 2006;
LAKSHMANAN et al., 2006).

De maneira geral, a partir da data do corte do material vegetal e a
execucdo dos trabalhos em laboratério, pode-se observar que 0s apices
caulinares permaneceram viaveis ao estabelecimento in vitro por

aproximadamente uma semana e que, quando inoculados rapidamente em meio
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de cultura, a regeneracao ocorreu em aproximadamente quarenta dias de cultivo

para a maioria das variedades.

3.2 Taxa de multiplicagdo em meio liquido e semissolido

De acordo com a analise estatistica, os resultados encontrados para as
varidveis analisadas, como nimero médio de brotos e altura da maior brotacao,
apresentaram interacdo significativa entre variedade, consisténcia do meio de
cultura e nimero de subcultivos.

Conforme a Tabela 3 pode-se observar que as variedades apresentaram
comportamentos distintos com relagdo ao potencial de multiplicagdo de brotos
dentro e entre 0os meios de cultura utilizados (ML e MSS). De maneira geral,
observou-se que nos primeiros subcultivos o meio de consisténcia liquida
apresentou resultados similares ou superiores quando comparado com 0 meio de
consisténcia semissolido. Entretanto, a partir do quarto subcultivo o MSS foi o
que apresentou as maiores taxa de multiplicacdo para todas as variedades
analisadas.

Contudo, os valores observados para ambas as consisténcias do meio de
cultura de multiplicacdo ndo apresentaram um padréo de aumento ou reducéo no

namero médio de brotos ao longo dos subcultivos (Tabela 3).
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Tabela 3 Taxa de multiplicacdo avaliada por meio do numero de brotos/explante de
variedades brasileiras de cana-de-aglUcar a partir de perfilhos isolados e
inoculados em meio de cultura de consisténcia liquida (ML) e semissolida
(MSS). Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, 2012,

Variedades

Subc 1

Subc 2

Subc 3

Subc 4

ML

MSS

ML

MSS

ML

MSS

ML

MSS

RB 83160
RB 863129
SP 784764
VAT90186
RB 845210
VAT 90-61
SP 701143
VAT90212
SP 716949
SP 854594

2,1 bA
2,8 bA
3,0 bA
37aA
37aA
4,0 aA
4.4 aA
45 aA
4.6 aA
4.6 aA

1,5 bA
1,7 bA
2,1 bA
2,7 bA
1,5bB
2,0 bB
4.4 aA
2,1bB
2,2bB
2,9 bB

4,1 aA
2,3bA
2,7 bA
4,7 aA
5,0 aA
2,9 bA
3,8aB
3,5bA
4,3 aA
5,0 aA

3,5CcA
2,3CcA
2,7cA
3,2CA
4,9 bA
3,0cA
6,5 aA
3,7CcA
3,7CcA
4,3 cA

4,6 aA
1,7 bA
2,9 bA
3,9aA
3,9 8aA
3,3bA
5,1aA
2,6 bA
4,5 aA
5,5aA

3,3bA
1,5bA
2,9 bA
1,4 bB
3,7 bA
2,4 bA
6,4 aA
2,1 bA
2,9 bA
2,7hB

4,3bB
1,3cB
2,2cB
1,0cB
4,5 bB
2,7cB
7,5aB
19cB
4,7 bB
2,4 cB

6,9 bA
4,1 cA
5,5CcA
4,8 cA
8,5 aA
5,7 cA
9,5aA
5,7 cA
6,9 bA
5,0 cA
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Tabela 3, continua

Subc 5 Subc 6 Subc 7 Subc 8

Variedades ML MSS ML MSS ML MSS ML MSS
RB 83160 4,4aB 9,0aA 58aB 79bA 45bB 8,1bA 48aB 10,7aA
RB 863129 1,0bA 2,6cA 25bA 39dA 25cB 44dA 0,0cB 2,7dA
SP 784764 2,0bB 55bA 48aA 61cA 49A 6,7cA 25bA 4,2dA
VAT90186 1,7bB 6,3bA 10bB 7,1cA 0,0dB 95bA 0,0cB 56cA
RB 845210 3,2aB 75aA 4,1aB 93bA 37cB 95bA 52aB 98bA
VAT 90-61 3,2aB 6,3bA 52aA 58cA 28cB 65cA 20bB 6,7cA
SP 701143 45aB 81aA 7,0aB 10,6aA 7,8aB 11,7aA 6,1aB 11,0aA
VAT90212 1,4bB 42cA 25bB 7,1cA 46aB 89bA 41aA 4,0cA
SP 716949 4,0aB 6,2bA 39aB 7,1cA 49bB 82bA 53aB 85bA

SP 854594 3,7aB 6,0bA 42aB 86bA 30cB 10,3aA 2,0aB 7,2cA
* Médias seguidas por mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo, pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Letras maitsculas distintas dentro de cada
subcultivo diferem entre si pelo Teste de F.

As touceiras formadas em meio liquido e em meio semissélido foram
aparentemente similares, porém com brota¢des mais finas (1,8 mm de didmetro)
e mais eretas quando formadas em meio geleificado (MSS) (Figura 5). O
didmetro das brotacfes formadas em ML foi de aproximadamente 2,7 mm e néo
houve diferenca significativa entre as dez variedades estudadas.

Esses resultados corroboram os de Biradar et al. (2009) que verificaram
brotos com qualidades morfoldgicas distintas, quando multiplicados em meio
semissolido. De acordo com esses autores, a associacdo do meio com a alta
concentracdo de BAP contribuiu para a formacdo de brotos mais finos e

menores.
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Ja Cidade et al. (2006) observaram plantas de cana-de-agUcar mais
vigorosas e com maior didmetro do caule quando cultivadas em meio ligquido
sob agitacdo. Baseado nos dados encontrados por Lorenzo et al. (2001), o peso
fresco das plantas nesse tipo de cultivo aumenta ao longo do tempo e a
percentagem de agua nos tecidos permanece quase constante, aproximadamente
90%.

De modo geral, o meio liquido favorece a incorporacdo de nutrientes e
reguladores de crescimento pelas plantas, devido a menor resisténcia fisica
encontrada para a difusdo dos mesmos (SCHERWINSKI-PEREIRA; FORTES,
2003) e ao maior contato da superficie vegetal com o meio nutritivo (CIDADE
et al., 2006).

Um ponto importante observado neste trabalho foi que para todas as
variedades de cana-de-aclcar o cultivo em meio liquido ndo proporcionou a
formacdo de brotos com aparéncia vitrificada (hiper-hidricidade) durante todo o

periodo do experimento.
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M

Figura 5 Aspecto visual das brotagGes de cana-de-agUcar no terceiro subcultivo quando multiplicadas em meio de cultura liquido (A-
J) e semissolido (K-T). Ae K: VAT 90-186; B e L: RB 845210; C e M: RB 83160; D e N: RB 863129; E e O: SP 701143; F
e P: SP 716949; G e Q: SP 784764; H e R: SP 844594; | e S: VAT 90-61; J e T: VAT 90212 (Barras = 1 cm).
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A variedade SP 701143 foi a que apresentou maior média de formacéo
de brotos ao longo dos subcultivos em ambos os meios de cultura, quando
comparado com as demais variedades. De acordo com a Figura 6, pode-se
verificar um aumento significativo no numero de brotos ao longo dos
subcultivos, atingindo média de 11,2 brotos/perfilho em MSS e 6,9
brotos/perfilho em ML nos Gltimos trés subcultivos.

Esta elevada taxa de multiplicacdo pode ser explicada pelo grande
namero de brotos formados na base de um perfilho principal, muitas vezes, de
tamanho inferior a 1,0 cm de altura.

De maneira geral, este adensamento na regido basal pode dificultar a
individualizacdo dos brotos e, consequentemente, impedir o processo de
rizogénese dos mesmos. A altura média das maiores brotacdes foi de 3,0 cm
para ML e 2,7 cm para MS.

As variedades RB 83160, RB 845210 e SP 716949 apresentaram
comportamento semelhante na taxa de multiplicacdo, com aumento na producédo
de brotos no meio MSS, mas mantendo-se uma constancia no ML ao longo do
tempo de cultivo (Figura 6). A altura dos brotos no ML foi similar, com
aproximadamente 3,4 cm para as trés variedades, enguanto, que no MSS a altura
dos brotos da variedade SP 716949 foi significativamente superior com 3,7 cm
em relacdo as demais, com 2,8 cm de média. Observou-se que o aumento no
namero de brotacBGes para a variedade RB 845210 ocorreu em detrimento do

crescimento destas.
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Figura 6 Taxas de multiplicagdo em meio liquido (ML) e semissdlido (MSS) das dez
variedades brasileiras de cana-de-aglicar em oito subcultivos consecutivos. *
Letras minUsculas comparam a formacéo de brotos em ML e letras maitsculas
comparam no MSS indicando que médias seguidas pela mesma letra pertencem
a um mesmo grupo pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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As variedades VAT 90-61, RB 863129 e SP 784764 ndo apresentaram
producdo de multiplos brotos durante o experimento, mas observou-se um
pequeno acréscimo a partir do quarto subcultivo em meio MSS (Figura 6).
Quanto a altura dos brotos, estes apresentaram comportamentos distintos quando
em MSS: a variedade SP 784764 foi a que apresentou a menor altura, com
média de 2,6 cm, seguida da variedade RB 863129 com 3,0 cm e VAT 90-61
com altura significativamente superior, média de 3,7 cm. No meio liquido, estas
variedades apresentaram altura mediana com aproximadamente 2,7 cm, quando
comparadas com as demais.

As variedades VAT 90-212 e SP 854594 apresentaram boa taxa de
multiplicacdo e, assim como as outras variedades, o MSS foi o que proporcionou
os melhores resultados, ap6s o quarto subcultivo (Figura 6). As alturas
observadas foram de 2,2 cm e 2,6 cm em ML para VAT 90-212 e SP 854594,
respectivamente, e de 2,8 cm em MSS para ambas as variedades.

Por fim, a variedade VAT 90-186 apresentou um acréscimo significativo
na producdo de brotos quando em meio MSS, porém, teve o potencial de
multiplicacdo comprometido quando cultivadas em meio ML devido a forte
oxidacgdo fenodlica, além de ter apresentado contaminacdo bacteriana.

De fato, o potencial de multiplicacdo da cana-de-agUcar é altamente
influenciado pelo genétipo (CHEEMA; HUSSAIN, 2004; CIDADE et al., 2006;
ALl et al.,, 2008; KHAN et al., 2008; VIEIRA et al., 2009). Contudo, 0s
resultados podem ser otimizados por meio do ajuste da concentracéo e tipos de
reguladores de crescimento utilizados para cada variedade (BIRADAR et al.,
2009; KHAN et al., 2009).
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Na maioria dos casos, a interacdo e o balangco hormonal entre as
citocininas BAP e KIN tem demonstrado melhor eficiéncia no desenvolvimento
de maltiplos brotos (KHAN et al., 2009; VIEIRA et al., 2009).

Ali et al. (2008) verificaram melhor multiplicacdo de brotos em meio
contendo 0,25 mg L™ BAP e KIN ou quando o BAP foi utilizado isoladamente
na concentracdo de 1,0 mg L™ Além disso, ao contrario dos resultados
encontrados nesse trabalho, estes autores observaram que o meio ML aumentou
a resposta dos brotos, enquanto o0 meio MSS retardou a multiplicacdo.

Dentre esses estudos, pode-se observar que o comprimento médio dos
brotos foi dependente dos niveis de reguladores de crescimento utilizados nos
meios de cultivo. Singh, Kumar e Garg (2006) relataram gue algumas variedades
de cana-de-aglcar preferem baixas concentracbes de citocinina para um
crescimento robusto, enquanto outras exigiram altas concentragdes. J& Khan et
al. (2008) verificaram um bom desenvolvimento adicionando giberelina (AGs)
no meio de multiplicacéo.

Né&o foi encontrado relatos na literatura contendo informacges referentes
ao potencial de multiplicacdo das variedades brasileiras de cana-de-aclcar
estudadas neste trabalho.

Pode-se verificar na Tabela 4 qual seria o rendimento total de plantas no
final do 4° e do 8° subcultivo para as dez variedades de cana-de-agucar
estudadas. Vale ressaltar que estes resultados foram baseados no desempenho

das variedades in vitro ao longo de todos os subcultivos.
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Tabela 4 Producdo acumulada de plantas provenientes da multiplicacdo em meios de
cultura de consisténcia liquida (ML) e semissélida (MSS) de dez variedades
brasileiras de cana-de-agucar, ap6s o 4° e 8° subcultivos consecutivos. Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, 2012.

4° subcultivo 8° subcultivo
Variedades ML MSS ML MSS
SP 701143 3.250* 8.698 4.851.256 9.236.390
RB 83160 862 582 478.285 3.593.345
RB 845210 1.605 1.161 403.790 7.489.719
SP716949 2.086 809 861.825 2.457.232
SP 854594 1.526 852 173.149 3.269.357
VAT 90-212 401 454 26.842 1.215.359
VAT 90-61 532 266 50.523 50.523
VAT 90-186 329 306 0,0 ** 716.696
SP 784764 257 460 30.246 425.591
RB 863129 68 121 0,0 ** 14.905

*Valores relativos a uma parcela contendo inicialmente 5 perfilhos por subcultivo, **
Morte dos explantes.

A partir desses resultados é possivel observar com maior clareza as
variedades mais responsivas & multiplicacdo in vitro e o melhor sistema de
cultivo empregado, liquido ou semissélido.

A superioridade do meio de cultura de consisténcia semissélida em
relacdo a producdo de multiplos brotos pode ser explicada pelo inicio de
contaminacdo bacteriana do meio liquido e pela variacdo morfoldgica das
brotacGes formadas a partir do quarto subcultivo (disposigéo tipo roseta).

Apesar da facilidade de trabalho e da boa taxa de multiplicacéo, o meio
de cultura com consisténcia liquida dificultou a visualizagdo da contaminacao
bacteriana durante a execucdo do experimento. Neste sentido, observou-se uma

progressdo no nimero de repeti¢cbes contaminadas (Figura 7), atingindo um pico



de aproximadamente 45% dos fracos contaminados no final do

subcultivo.
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Figura 7 Percentagem de contaminacdo dos meios de consisténcia liquida (ML) e
semissolida (MSS) durante o periodo do experimento de multiplicacéo in vitro
da cana-de-aglcar. * Letras minlsculas comparam os subcultivos dentro de
cada consisténcia do meio de cultura e letras maidsculas comparam os meios de
cultura quanto & consisténcia em cada subcultivo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Scott-Knott. Letras iguais pertencem a um mesmo

grupo.

Observou-se uma disseminacdo da contaminagdo entre frascos mesmo

com a individualizacdo de pincas e bisturis, esterilizacdo a cada repeticdo e
realizacdo de repicagens em dias diferentes.

A contaminacdo do meio liquido proporcionou efeitos negativos na

multiplicagdo da cana-de-agucar, chegando a inibir completamente a

multiplicacdo de algumas variedades (Tabela 3).

A percentagem de

contaminacdo no meio MSS foi significativamente inferior, com média de 10%

ao final do experimento (Figura 7).



85

Variagfes morfologicas também foram verificadas ao longo dos
subcultivos consecutivos. A partir da quarta repicagem, observou-se uma maior
formacdo de brotos de tamanho reduzido (< 1,5 cm) na base de uma brotacédo
principal de maior tamanho. Este tipo de disposicdo foi denominado neste

experimento de roseta (Figura 8A-D).

\

E

-

Figura 8 Variacoes morfoldgicas observadas em diferentes variedades de cana-de-agucar
apds subcultivos consecutivos em meio semissdlido. Destaque para a disposicao
tipo roseta, com adensamento de brotos na regido basal (A - D) e o aspecto de
anormalidade (E) e formag&o de massas verdes (F-G). A: RB 845210 no quinto
subcultivo; B: SP 716949 no sexto subcultivo; C: VAT 90-212 no sétimo
subcultivo; D: SP 701143 no oitavo subcultivo; E: RB 863129 no quarto
subcultivo; F e G: RB 845210 no sexto e sétimo subcultivos, respectivamente.
(Barras =1 cm).
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A taxa de formacdo de rosetas foi significativamente superior quando os
perfilhos foram cultivados em meio de cultura de consisténcia semissolida e,
principalmente, foi altamente influenciada pelo genétipo.

Os niveis mais pronunciados de formacéao de rosetas foram observados
nas variedades RB 845210 e SP 701143, com médias totais de 37 e 34%,
respectivamente. Em seguida, o fenémeno foi mais observado na variedade SP
716949 com média de 19% de formacdo de rosetas no MSS. As demais
variedades apresentaram este tipo de disposi¢cdo em menor frequéncia, em taxas
que variaram entre 0,8 a 10% durante os subcultivos, independentemente do
meio de cultura utilizado (Figura 9).
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Figura 9 Percentagem de formacdo de rosetas nos meios de cultura de consisténcia
liguida (ML) e semissélida (MSS) durante o experimento de multiplicacdo in
vitro de dez variedades de cana-de-agUcar. * Letras mindsculas comparam ML
e letras mailsculas comparam MSS pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade. Letras iguais pertencem a um mesmo grupo.
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A disposicdo dos brotos e as variacdes fenotipicas observadas no tempo
apresentam implicac@es préaticas quando se considera a producdo em larga escala
de mudas sadias e uniformes. Nestes casos, a individualiza¢do dos perfilhos e o
processo de rizogénese podem ser comprometidos.

Geralmente este encurtamento é reversivel quando os brotos sdo
transferidos para meios basicos sem a presenca de reguladores de crescimento,
principalmente  citocininas, anteriormente a fase de rizogénese
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; ANDRADE, 2011; SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2012).

A adigdo de citocininas exdgenas no meio de cultura, muitas vezes, é
requerida para a diferenciacdo e formacdo de brotos adventicios. Porém,
anormalidades morfoldgicas tém sido relatadas quando as plantas sdo cultivadas
em sua presenca. Ramage e Willians (2004) verificaram a formacdo de rosetas
em plantas de tabaco cultivadas na presenca de BAP. Brotos vitrificados
(SIVANESAN; JEONG, 2012), variagbes anatdmicas e ultra-estruturais
(QUIALA et al., 2012), nanismo e ramificacdo excessiva (HONDA et al., 2011)
também foram detectados como mudancas tipicas causadas em resposta as
citocininas.

As alteracOes observadas, em diferentes niveis, possivelmente tenham
sido causadas pela toxidez devido a alta concentracéo de fito-horménios no meio
e/ou pelo periodo prolongado em que a cultura permanece exposta a eles
(RAMAGE; WILLIAMS, 2004).

Neste trabalho, pode-se verificar, em alguns casos, a formagdo de
brotacGes isoladas ou na base das touceiras com aspecto anormal, apresentando

folhas oxidadas e/ou necrosadas (Figura 8E). Provavelmente, o excesso de
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citocinina, decorrente de numerosos ciclos de multiplicagdo, pode ter acarretado
tais variacdes.

Eventualmente, observou-se 0 surgimento de massas verdes
caracterizadas pela formacdo excessiva de brotagdes de tamanho reduzido e
aparentemente anormais, com folhas retorcidas, desorganizadas e de coloracédo
verde clara (Figura 8F e G). Essas foram observadas durante a multiplicacdo da
variedade RB 845210 a partir do quinto subcultivo.

Sabe-se que o cultivo in vitro da cana-de-agUcar muitas vezes apresenta
niveis considerdveis de variacdo somaclonal, principalmente quando o0s
explantes sdo expostos a alta concentracdo de reguladores e/ou longos periodos
de cultivo (LARKIN; SCOWCROFT, 1981; ZUCCHlI et al., 2002).

Taylor et al. (1995) encontraram variagdes morfolégicas como
perfilhamento abundante e dobramento do limbo foliar em plantas de cana-de-
acucar regeneradas de calos embriogénicos Entretanto, poucas bandas
polimorficas foram detectadas através da andlise de RAPD, indicando que as
variacOes genéticas foram pouco frequentes.

Entretanto, variacbes de cardter genético ja foram reportadas
anteriormente para a espécie e, de modo geral, devem ser levadas em
consideracdo. Heinz e Mee (1971) trabalhando com plantas de cana-de-agucar
(variedade H50-7209) regeneradas a partir do cultivo de calos detectaram clones
com variag¢do no nimero de cromossomos 94 a 120.

Zucchi et al. (2002) estudando a instabilidade genética da variedade
brasileira RB 83-5486 encontraram uma taxa de polimorfismo de

aproximadamente 6% quando as plantas foram derivadas de meristemas.
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VariagOes genéticas entre regenerantes de rotas morfogénicas distintas
(direta e indireta) foram relatadas por Suprasanna et al. (2010). Além disso,
diferenciacdo na resisténcia a doencas e pestes, tolerancia a estresses e outras
caracteristicas agrondmicas de interesse também ja foram induzidas a partir de
plantas de cana-de-acUcar cultivadas in vitro (SINGH et al., 2008; RAJESWARI
et al., 2009).

De maneira geral, estes estudos tém demonstrado que alguns gendétipos
de cana-de-aglcar sdo mais propensos & variacdo que outros e que a
instabilidade é possivelmente consequéncia da interagdo entre genotipo e meio
de cultivo (ZUCCHI et al., 2002; SNYMAN et al., 2011). Este fato também é
comprovado por meio dos resultados encontrados neste trabalho, onde as dez
variedades brasileiras de cana-de-agUcar estudadas apresentaram niveis distintos
de variagdo fenotipica, quando cultivados nas mesmas condi¢cdes ambientais.

A origem das variacdes encontradas no ambiente in vitro, na maioria das
vezes, € desconhecida. E embora as mutagdes na sequéncia do DNA tenham sido
apontadas como causa provavel de variacao fenotipica, esta se tornando cada vez
mais claro o papel desempenhado pela regulacdo epigenética (MIGUEL;
MARUM, 2011).

A regulacdo epigenética na variagdo somaclonal proposta por Bird
(2007) envolve a adaptacdo estrutural de regibes cromossémicas a fim de
registrar, sinalizar ou perpetuar os estados de atividade alterados. E um evento
altamente dindmico e est4 intimamente relacionado com as variagfes fenotipicas
dos individuos (MIGUEL; MARUM, 2011).

A metilacdo do DNA é um dos mecanismos principais de alteragdes

epigenéticas e, normalmente, esta relacionada ao silenciamento de genes em
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resposta ao ambiente na qual estdo inseridos (MIGUEL; MARUM, 2011). Neste
caso, ocorrem em resposta ao estresse induzidos pelas proprias condicGes do
meio in vitro (meio, presenca de duas citocininas e subcultivos consecutivos,
etc).

VariacOes em diferentes niveis também tém sido encontradas para outras
espécies da familia Poaceae. Aberragdes cromossdmicas, variacdes na sequéncia
de nucleotideos do DNA (insercdes e delecBes), assim como variacGes
morfoldgicas ja foram detectadas em plantas de arroz (Oryza spp.) regeneradas
in vitro (KHARABIAN; DARABI, 2005; RASHEED et al., 2005; MIYAO et
al., 2012). Similarmente, variacbes em plantas de cevada também ja foram
relatadas (BEDNAREK et al., 2007).

Para 0 sorgo, alteracBes genéticas e epigenéticas por meio do nivel de
metilacdo do DNA foram detectadas por Zhang et al. (2009). Anteriormente,
diferengas em caracteres qualitativos como filotaxia das folhas, ramificacéo e
estrutura da nervura central foram reportadas por Maralappanavar,
Kuruvinashetti e Harti (2000).

Alguns autores acreditam que a variagdo somaclonal é uma forma
alternativa de criar variantes e assim expandir a variabilidade do germoplasma
das espécies (LI; BRUNEAU; QU, 2010). Contudo, é indesejavel na
multiplicagdo clonal de mudas geneticamente uniformes para fim comercial.

Neste sentido, apesar da alta taxa de multiplicacdo in vitro das
variedades de cana-de-acUcar, as variagdes morfoldgicas observadas a partir de
determinado nimero de subcultivos pode inviabilizar o processo de obtencéo de
mudas e, claramente, demonstram a necessidade periddica de renovacdo do

material a ser propagado.
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De modo geral, a compreensdo dos efeitos por trds das anormalidades
que ocorrem na cultura de tecidos de plantas em presenca de reguladores de
crescimento é dificil devido a grande variedade de respostas que estes provocam
no crescimento e desenvolvimento dos vegetais.

Atualmente, varias técnicas biotecnoldgicas tém sido aplicadas para a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos nas mais distintas varia¢fes induzidas in
vitro (BAIRU; AREMU;VAN STADEN, 2011).

A alta precisdo e rapidez das analises tém colocado a técnica de
citometria de fluxo em evidéncia para a verificagdo da estabilidade genética das
plantas regeneradas in vitro (SILVA et al., 2011). Por meio da intensidade de
fluorescéncia, o contetido de DNA ¢ estimado e comparado entre as plantas de
interesse em um curto periodo de tempo (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

3.2.1 Estabilidade genémica por meio da citometria de fluxo

A cana-de-agUcar tem se mostrado uma excelente candidata para estudos
de variacdo somaclonal, devido uma combinacdo de fatores como eficiéncia in
vitro, variagdes morfoldgicas, complexidade genémica e importancia
econdmica.

De maneira geral, a analise das brotaces in vitro por citometria de fluxo
resultou em um pico G1 de DNA com boa resolugdo e coeficientes de variacao
inferiores a 3,5%. Histogramas representativos de trés variedades de cana-de-
acucar estdo mostrados na Figura 10.

Para as 10 variedades estudadas, sete (RB 83160, VAT 90-186, VAT
90-212, SP 701143, SP 854594, RB 845210 e SP716949) ndo apresentaram
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variagbes na quantidade relativa de DNA ao longo de oito subcultivos
consecutivos. Contudo, para as variedades RB 863129, VAT 90-61 e SP 784764
diferencas estatisticas foram detectadas no contetido médio de DNA em resposta
aos oito subcultivos consecutivos (Tabela 5).

As variedades RB 863129 e SP 784764 apresentaram reducdo de
aproximadamente 0,4 a 0,5 pg na quantidade de DNA, a partir do quarto
subcultivo. Ao contrario, a variedade VAT 90-61 exibiu uma tendéncia de
aumento no conteddo relativo de DNA ao longo do tempo de cultivo in vitro.

Além destes resultados, verificou-se que ndo houve diferencas
estatisticas significativas entre as brotagdes multiplicadas nos meios de cultivo
liguido ou semissélido.

As variacGes na quantidade relativa de DNA, mesmo que pequenas,
ocorreram em 30% das variedades a partir do quarto subcultivo consecutivo e
coincidiram com o surgimento de alteragdes morfoldgicas dos explantes. Estas
duas caracteristicas observadas evidenciam a necessidade de se controlar o

namero de subcultivos consecutivos para a cana-de-agucar.
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Figura 10 Histogramas relativos a analise por citometria de fluxo da quantidade de DNA de cana-de-agucar obtidos usando o tampéo
Marie. O primeiro pico corresponde ao padrdo tomateiro e 0 segundo pico corresponde a cana-de-agucar. A: Variedade SP

716949; B: Variedade VAT 90-186; C: RB 863129.

Tabela 5 Contetido médio de DNA relativo (pg) das variedades de cana-de-acUcar verificados ao longo de subcultivos consecutivos.

UFLA, Lavras-MG, 2013.

Variedade
N° de
Subcultivo RB83160 VAT90186 VAT90212 VAT90-61 SP701143 RB863129 SP854594 SP784764 RB845210 SP716949
2° 12,4904a 12,3874a 12,5700a 12,3613b 12,3511a 12,2605a 12,3848a 12,6137a 12,7171a 12,7889a
4° 124528a 12,1324a 12,6606a 12,5385ab 12,3980a 12,3104a 12,4279a 12,6131a 12,7029a 12,9319a
6° 12,6707a 12,4170a  12,4829a 12,7256ab 12,5341a 11,8797b 12,3752a 12,4103ab 12,7583a 12,8185a
8° 125127a 124583a 125730a 12,7602a 12,2788a 11,7498b 12,4327a 12,2249b 12,8551a 12,9703 a

* Médias seguidas por mesma letra, pertencem ao mesmo grupo, pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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O tamanho do genoma das plantas ou o contetido 2C de DNA nuclear é
altamente plastico em resposta as condicbes do ambiente (MSOGOYA,
GROUT; ROBERTS, 2011). De acordo com Bennetzen, Ma e Devos (2005), o
aumento no tamanho do genoma pode ser causado por fenbémenos como
poliploidia e por elementos transponiveis (transposons). Ao contrario, a
diminuicdo ocorre, frequentemente, por delecbes ou quebras cromossémicas
(PETROV, 2001).

In vitro, a condigo de estresse causada pelas constantes repicagens, o
uso de reguladores de crescimento e o cultivo por periodo prolongado pode ter
supostamente proporcionado a ocorréncia destes fendmenos, uma vez que, em
duas variedades (RB 863129 e SP 784764) observou-se uma tendéncia de queda
no conteddo de DNA, enquanto para uma variedade (VAT 90-61) houve um
pequeno aumento (Tabela 5).

Assim como neste trabalho, variagcdes no conteudo global de DNA em
resposta ao cultivo in vitro também foram detectadas por citometria de fluxo
para outras espécies vegetais. A combinacdo de 2,4-D com cinetina provocaram
uma reducdo na quantidade relativa de DNA, correspondente a perda de 4 a 5
cromossomos, em algumas plantas de Gossypium hirsutum regeneradas por
cultura de calos (JIN et al., 2008).

A micropropagacdo de banana acarretou na formacdo de somaclones
com conteldo de DNA das folhas significativamente menor (1,72 picogramas)
guando comparados com plantas normais, com valor estimado de 1,82
picogramas. Ressalta-se que estas plantas foram detectadas em condicdo de
campo por apresentarem variagdes morfolégicas (MSOGOYA; GROUT;
ROBERTS, 2011).
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Porém, baseado em resultados encontrados por Loureiro et al. (2007),
nem sempre variagdes morfoldgicas estdo diretamente associadas com mudancas
genéticas. Esses autores verificaram que plantas de Juniperus phoenicea
micropropagadas in vitro, embora apresentassem morfotipos distintos, néo
diferiram na quantidade de DNA.

Até 0 momento, na literatura ndo foi encontrado relatos com tendéncia
de um pequeno aumento do contetdo de DNA em resposta ao ambiente in vitro,
conforme observado neste trabalho para a variedade VAT 90-61.

Entretanto, aumentos significativos da quantidade de DNA foram
verificados em plantas regeneradas in vitro e essa variagdo foi correspondente a
ocorréncia do fendmeno de euploidia (triploides, tetraploides e mixoploides) em
plantas (CLARINDO et al., 2008).

Para esses estudos com citometria de fluxo, Dolezel, Greilhuber e Suda
(2007) destacaram a importancia dos coeficientes de variagdo para a deteccéo de
anomalias, principalmente, aneuploidias.

Para Campos et al. (2009), os valos baixos do coeficiente de variacdo
(CV) permitem alta confiabilidade nas estimativas de quantidade de DNA
obtidas, o que leva a conclusdo sobre a existéncia ou ndo de instabilidade
gendmica nas plantas in vitro. De acordo com Dolezel e Bartos (2005), CVs
provenientes da citometria de fluxo abaixo de 5% sdo aceitaveis e confiaveis.

Brito et al. (2010) detectaram uma pequena diferenca no conteudo de
DNA, mas estatisticamente significativa, entre plantas de Olea sp. aclimatizadas
e as plantas in vitro. Contudo, apesar do CV estar dentro dos padrdes confiaveis,
estes autores atribuiram estas variagcbes aos efeitos negativos causados por

compostos citosolicos sobre a coloragdo do iodeto de propideo. Todavia, a
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possibilidade de ocorréncia de anomalias cromossdmicas ndo pode ser
descartada.

Neste sentido, estudos mais aprofundados e analises citogenéticas
complementares devem ser realizados para a comprovagdo de possiveis

anomalias.

3.2.2 Enraizamento in vitro e aclimatizacdo em casa de vegetacao

O processo de enraizamento das brotagdes de cana-de-agUcar oriundas
da multiplicagéo in vitro ocorreu de maneira eficiente em meio MS contendo
metade de suas concentracdes salinas e suplementado com 5,0 mg L™ de ANA
(Tabela 6). Ressalta-se que as brotacdes tiveram suas origens (ML ou MSS)
marcadas até o periodo de aclimatizacdo em casa-de-vegetacao.

Pode-se observar na Tabela 6, que as plantas oriundas do meio liquido
apresentaram uma taxa de 90 a 100% de enraizamento, exceto a variedade RB
845210 que apresentou formacdo de raizes significativa inferior (60%). Quatro
variedades ndo apresentaram quantidade suficiente de plantas para serem
enraizadas e, em seguida, aclimatizadas. Foram elas: RB 863129, VAT 90-61,
SP 8594 e VAT 90-186.
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Tabela 6 Resposta das brotagdes de cana-de-agucar multiplicadas em meio liquido (ML)
e semissélido (MSS) ao processo de rizogénese in vitro. Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, 2012,

Enraizamento (%) N° Raizes N° Brotos
Variedades ML MSS ML MSS ML MSS
RB 845210 60bB  100aA 27,0bA 224bA 39aB  7,3aA
SP 784764 90 aA 80aA  360bA 200bB 37aA  33bA
SP 701143 90 aA 90aA 450aA 280bB 36aA  54aA
RB 83160 100aA  80aA 540aA 340aB  32aA  28DbA
VAT 90-212 100aA  90aA 258bA 262bA  38aA  49aA
SP 716949 100aA  90aA  410aA 360aA 25aA  39bA

RB 863129 - 100 aA - 19,1 bA - 2,7 bA
VAT 90-61 - 100 aA - 41,0 aA - 4,2 bA
SP 854594 - 100 aA - 23,8 bA - 6,0 aA
VAT 90-186 - 100 aA - 41,0 aA - 6,8 aA

* Médias seguidas por mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Letras maitsculas
distintas dentro de cada variavel diferem entre si pelo Teste de F.

Com relacdo ao enraizamento das brotages oriundas do meio
semissolido, pode-se observar que ndo houve diferenca significativa entre as 10
variedades avaliadas. A proliferacdo de raizes in vitro ocorreu entre 80 e 100%
das brotacdes (Tabela 6).

O nUmero médio de raizes formadas foi elevado (acima de 20 por
planta), contudo, diversificou entre as variedades e o seu meio de origem. A
producdo de novos brotos também foi observada durante o periodo de
rizogénese in vitro (Tabela 6).

Diante desses resultados, pode-se verificar que a ramificacdo dos

perfilhos ndo prejudicou o processo de enraizamento. Além disso, verificou-se
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que a maior parte das raizes adventicias foi formada na base do broto principal,
0 de maior comprimento.

Durante os quarenta dias de cultivo em meio de enraizamento, foi
possivel constatar um aumento significativo na altura das brotagdes. A diferenca
entre altura inicial e final pode ser verificada na Figura 11 para ambas as origens
marcadas (ML e MSS).
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Figura 11 Comparacdo do desenvolvimento de brotacdes de cana-de-agUcar oriundas do
meio liquido (A) e semissélido (B) quando cultivadas por 40 dias em meio de
enraizamento contendo 2MS + 5,0 mg L™ de ANA. *Letras mailsculas
comparam as variedades no inicio e no final do enraizamento e letras
mindsculas comparam a altura dentro de cada variedade pelo Teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Letras iguais pertencem a um mesmo
grupo.
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Algumas variedades apresentaram um melhor desenvolvimento da parte
aérea, mas de modo geral, o vigor das plantas foi similar uma das outras no final
do experimento. Pode-se observar que o meio de origem ndo influenciou no
desnvolvimento das plantas nessa fase.

Assim como a parte aérea, a qualidade das raizes é essencial para o
sucesso na etapa de aclimatizacdo. Neste trabalho, observou-se a formagdo de
raizes vigorosas e presenca de muitos pelos radiculares. Nao se verificou a
formagdo de calos na base dos explantes e as raizes adventicias foram

produzidas diretamente da por¢éo basal das plantas (Figura 12A-C).
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Figura 12 Aspecto visual de brotacbes de cana-de-agUcar apos 40 dias em meio de
enraizamento. A: Visdo geral da parte aérea e sistema radicular desenvolvido
(SP 854594); B: Proliferacdo de raizes pela brotacdo oriunda do meio
semissélido (SP 716949); C: Proliferacdo de raizes pela brotacéo oriunda do
meio liquido (RB 83160) (Barras = 1 cm).

Os protocolos ja descritos para o enraizamento da cana-de-aguUcar
apresentam uma ampla variacdo com relacdo a concentracdo de sacarose e
reguladores de crescimento, conforme observado abaixo.

Goel et al. (2010) relataram um aumento significativo na frequéncia de

enraizamento em resposta ao incremento da concentracdo de ANA, de 2,0 para
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7,0 mg L™. Contudo, a percentagem méxima (85,5%) e a maior qualidade das
raizes foi encontrada na concentracdo de 5,0 mg L™ de ANA em combinacio
com 50 g L™ de sacarose. Resultados similares foram obtidos por Pathak et al.
(2009) e Ramanand et al. (2007).

O ANA na concentracéo de 1,0 mg L™ proporcionou maior producéo de
raizes quando associado ao &cido indobutirico (AIB) e concentracdo de 3% de
sacarose (Ali et al., 2008). Khan et al. (2009) relataram que 0 meio 6timo para
enraizamento foi na presenca de AlB, isoladamente, nas concentracfes de 0,5 a
1,5 mg L™ juntamente com 6% de sacarose.

Uzma et al. (2012) verificaram o maior comprimento (9,0 cm) e nimero
de raizes (20,5) em meio de %2 MS acrescido de 6% sacarose quando comparado
com meio contendo ANA + AlA.

Diferentemente desses trabalhos, a sacarose na concentracéo de 30 g L
juntamente com a auxina ANA foi suficiente para uma alta taxa de producdo de
raizes e de boa qualidade para todas as variedades aqui estudadas. Apenas o
comprimento destas foi inferior, com média de 1,6 cm para ML e 1,3 cm para as
brotacGes oriundas do meio MSS.

Como podemos verificar na Tabela 7, a sobrevivéncia das brotacdes
multiplicadas e enraizadas in vitro foi de 80 a 100% quando transplantadas para
substrato na casa de vegetacdo. De modo geral, todas as plantas que produziram
raizes conseguiram se estabelecer ex vitro, demonstrando a importancia dessa

etapa para a finalizacdo do sistema de micropropagacao da espécie.
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Tabela 7 Sobrevivéncia de variedades brasileiras de cana-de-aglcar durante o processo
de aclimatizacdo e numero total de brotos ap6s 3 semanas do estabelecimento

em casa de vegetacdo.

Sobrevivéncia (%) N° Brotos
Variedades ML MSS ML MSS
RB 845210 80,0B 100,0 A 33B 53A
SP 784764 90,0 A 100,0 A 30A 29A
SP 701143 100,0 A 100,0 A 32A 44 A
RB 83160 100,0 A 80,0B 2,7A 1,7A
VAT 90-212 100,0 A 90,0 A 29A 42 A
SP 716949 100,0 A 90,0 A 2,4 A 35A
RB 863129 - 100,0 A - 1,7A
VAT 90-61 - 90,0 A - 30A
SP 854594 - 100,0 A - 38A
VAT 90-186 - 100,0 A - 40A

* Médias seguidas por mesma letra maitscula dentro de cada varidvel ndo diferem entre

si pelo Teste de F.

O numero de brotos observados é referente aos formados ainda na fase

de enraizamento in vitro, ou seja, durante a fase de aclimatiza¢do nenhum broto

novo foi formado nesta condicdo (Tabela 6 e 7).

Com trés semanas em substrato, as plantas se adaptaram bem ao

ambiente externo e apresentaram um aumento significativo no comprimento da

parte aérea de todas as variedades de cana-de-acucar avaliadas (Figura 13A-C).

Assim como na fase de rizogénese, 0 meio de origem ndo interferiu no

desenvolvimento das plantas em casa-de-vegetacéo.
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Figura 13 Adaptacdo das brotagdes de cana-de-agUcar micropropagadas ao processo de
aclimatizacdo em casa de vegetacdo. A: Dia da transferéncia das brotacfes
para substrato de terra vegetal e areia; B e C: Crescimento e desenvolvimento
das brotac@es ap6s 21 dias do transplante.

Como uma tipica planta C4, a resposta fotossintética tende a ser
relativamente tolerante a diversas condicBes de estresse (CRAFTS-
BRANDNER; SALVUCCI, 2002). De modo geral, esta caracteristica foi
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essencial para a sobrevivéncia das plantas de cana micropropagadas na nova

condicdo ambiental.
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4 CONCLUSOES

e A regeneragdo de 4pices caulinares de variedades brasileiras de cana-de-
acucar ocorre pela via direta e indireta em um periodo de
aproximadamente 30 a 40 dias. Entretanto, o potencial organogénico é
genotipo dependente.

e As variedades SP716949, VAT 90-186 e VAT 90-212 apresentam
maior potencial organogénico.

e A multiplicacdo da cana-de-aclcar em meio de cultura liquido ou
semissdlido deve ser realizada em até no méaximo 4 subcultivos
consecutivos.

e As variedades SP 701143, RB 83160, RB 845210, SP 716949 e SP
854594 apresentam alta taxa de multiplicacdo in vitro.

e O cultivo in vitro, por periodo superior a quatro repicagens, induz a
formacdo de variagdes morfoldgicas e alteram o contetdo relativo de
DNA nuclear em pelo menos 30% das plantas de cana-de-agucar.
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CAPITULO 3

EMBRIOGENESE SOMATICA DE VARIEDADES BRASILEIRAS
DE CANA-DE-ACUCAR E ANALISE MORFO-
HISTOLOGICA DE ETAPAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO



116

RESUMO

Uma das maiores limitacdes dos protocolos de regeneracao in vitro e da
transformacdo genética de plantas esta relacionada com a utilizagdo de material
de campo como fonte de explante, seja pela falta de uniformidade dos
individuos, seja pelos inconvenientes adicionais, como oxidacdo fendlica e
contaminagdo por micro-organismos. Objetivou-se neste trabalho avaliar o
potencial embriogénico de quatorze variedades brasileiras de cana-de-agUcar
utilizando como fonte de explantes plantas previamente estabelecidas in vitro,
bem como verificar a capacidade morfogénica dos calos ao longo de subcultivos
consecutivos. Inicialmente, determinou-se o tamanho ideal do explante a ser
utilizado. O meio de inducéo utilizado foi constituido de sais e vitaminas do MS
suplementado com 3,0 mg L™ de 2,4-D sob condicdes de escuro. A partir da
primeira avaliagdo, aos 40 dias de cultivo, os calos foram seccionados de acordo
com o seu tipo de células: a parte mucilaginosa permaneceu em novo meio de
inducdo e a parte nodular foi transferida para meio de regeneracdo, contendo
1,86 mg L™ de ANA e 0,09 mg L* de BAP, na presenca de luz. Este
procedimento ocorreu por mais dois subcultivos. Como resultados, observou-se
maior formacdo de calos primarios em explantes de tamanho inicial de
aproximadamente 12 mm. O desenvolvimento de calos embriogénicos e a
frequéncia de regeneracdo foi genotipo dependente. O processo embriogénico
foi assincronizado e, a partir da sexta semana de cultivo foi possivel observar a
formacdo das primeiras plantas. As variedades RB 83160, SP 813804, RB
99395, CB 45-3, VAT 90-61, VAT 90-212 e SP 854594 mantiveram a
capacidade morfogénica no tempo, embora se tenha observado um retardamento
do processo regenerativo, a partir do envelhecimento dos calos. De maneira
geral, o potencial embriogénico das variedades de cana-de-agUcar associado com
a eficiéncia e rapidez de regeneragdo proporcionam uma alternativa de utilizacdo
do método em estudos de transgenia e/ou multiplicacdo clonal da espécie.

Palavras-chave: Saccharum spp. Regenera¢do. Subcultivos. Capacidade
morfogénica.
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ABSTRACT

One of the major limitations of protocols for in vitro regeneration and
genetic transformation of plants is related to the use of field material as explant
source, due to the lack of uniformity of individuals, or by additional drawbacks
such as phenolic oxidation and contamination by microorganisms. This study
aimed to evaluate the embryogenic potential of fourteen varieties of Brazilian
sugarcane using plants previously established in vitro as explante source, and to
verify the ability of morphogenic calli along consecutive subcultures. Initially,
we determined the optimal size of the explant to be used. The induction medium
used consisted of MS salts and vitamins supplemented with 3.0 mg L™ 2,4-D
and explants were maintained in the dark. Starting from the first evaluation, 40
days of culture, the calli were sectioned according to its cell type, i.e. the
mucilaginous part remained in fresh induction medium and the nodular portion
was transferred to regeneration medium containing 1.86 mg L™ ANA and 0.09
mg L™ BAP in the presence of light. This occurred for two subcultures. As a
result, there was higher primary calli formation in explants of initial size of
about 12 mm. The development of somatic embryogenesis and regeneration
frequency was genotype dependent. The embryogenic process was
asynchronous, but from the sixth week of cultivation on, it was possible to
observe the formation of the first plantlets. The varieties RB 83160, SP 813804,
RB 99395, CB 45-3, VAT 90-61, VAT 90-212 and SP 854594 maintained
morphogenic capacity over time, although we observed a slowing of the
regenerative process, from the aging of calli. In general, the embryogenic
potential of the varieties of sugarcane associated with the regeneration efficiency
and speed provide an alternative use of the method in studies involving
transgenic and/or micropropagation of the species.

Keywords: Saccharum sp. Regeneration. Subcultures. Morphogenic capacity.
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1 INTRODUCAO

Introduzida no periodo colonial, a cana-de-aglcar (Saccharum spp.)
transformou-se em uma das principais culturas da economia brasileira. O Brasil
ndo é apenas 0 maior produtor de cana-de-acUcar, mas também o primeiro do
mundo na produgdo de aglcar e etanol (PEZZO; AMARAL, 2007; BRASIL,
2013).

A éarea cultivada com cana-de-agucar destinada a atividade
sucroalcooleira na safra 2012/13 estd estimada em 8.520,5 mil hectares,
distribuidas em todos os estados produtores. A produtividade média brasileira
sera de aproximadamente 69.846 kg/ha (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, CONAB, 2012). De acordo com Cheavegatti-Gianotto et
al. (2011), a producéo brasileira deve praticamente dobrar nos préximos anos.

Neste sentido, aumentos adicionais no rendimento da cana-de-aglcar sao
esperados a partir do uso auxiliar de ferramentas biotecnoldgicas. Na ultima
década, esforcos substanciais tém sido dispendidos para desenvolver um sistema
eficiente de transformacdo genética da cultura (SENGAR; SENGAR; GARG,
2011).

Diferentes técnicas de transformagdo como eletroporacdo (SEEMA et al.
2001), bombardeamento de particulas (TAPARIA; GALLO; ALTPETER, 2012)
e transferéncia de genes mediado por Agrobacterium (MANICKAVASAGAM
et al., 2004; JOYCE et al., 2010) vém sendo estudadas, visando a introducdo de
genes de interesse agrondmico e industrial a espécie. Mas, para isso, 0 tipo de
explante e a via morfogénica precisam necessariamente de estar previamente

bem definidos.
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Pela teoria da totipotencialidade, qualquer parte viva da planta poderia
ser utilizada como material vegetal (SILVA; LUIS; SCHERWINSKI-PEREIRA,
2012). Entretanto, meristemas e discos foliares tém se mostrado ineficientes na
producdo de plantas de cana-de-agUcar transgénicas (SNYMAN et al., 2006). De
maneira geral, calos embriogénicos tém sido o tecido preferido, principalmente,
por possuirem maior proporcdo de células capazes de proliferarem e
regenerarem sob condi¢des adequadas de cultivo (BASNAYAKE; MOYLE;
BIRCH, 2011).

Apesar de alguns protocolos de embriogénese somética ja estarem bem
estabelecidos, estes ndo se aplicam universalmente a todas as variedades de
cana-de-agucar, uma vez que diversos fatores influenciam a regeneracdo e a
estabilidade genética das plantas in vitro, tais como genétipo, tipo de explante,
condic@es de cultivo e combinacao destes (SNYMAN et al., 2011).

Ademais, a maioria dos protocolos envolvem folhas imaturas oriundas
de &pices caulinares coletados de plantas do campo que, de acordo com Garcia et
al. (2007), ndo apresentam uniformidade fisiolégica entre os individuos e/ou nas
diferentes estacdes do ano, o que dificulta a reprodutibilidade do método. Além
disso, existem o0s inconvenientes adicionais como a elevada taxa de
contamina¢do por micro-organismos e liberacdo de grande quantidade de
compostos fendlicos.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo verificar o
potencial embriogénico de quatorze variedades brasileiras de cana-de-agucar
utilizando plantas in vitro como fonte de explante, bem como avaliar a
capacidade morfogénica e a frequéncia de regeneragdo dos calos apos

subcultivos consecutivos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Determinacdo do explante para a indu¢do da embriogénese somatica

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Il da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA, Recursos Genéticos
e Biotecnologia, localizada em Brasilia-DF.

Para verificar a influéncia do tamanho e da posicdo dos explantes na
inducdo de calos embriogénicos, inicialmente brotaces de duas variedades de
cana-de-agucar (RB 855453 e IAC 862210) previamente estabelecidas in vitro
por cultura de meristema foram utilizadas como fonte de explante.

Em camara de fluxo laminar, os perfilhos foram isolados da matriz e
seccionados em diferentes tamanhos da base para o apice: 1,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0
e 15,0 mm. Em seguida, os explantes foram inoculados em meio de cultura
contendo sais e vitaminas de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado
com 3,0 mg L™ de 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) (HO; VASIL, 1983) e
solidificado com 2,3 mg L™ de Phytagel® (SIGMA). O pH do meio foi ajustado
para 5.8+0,1 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos.

Nesta fase de inducdo e desenvolvimento dos calos com duragdo de
aproximadamente 40 dias de cultivo, os explantes foram mantidos em condigdo
de escuro, sob temperatura de 25+2 °C.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial (2 variedades x 6
tamanhos) e, como repeticdo utilizaram-se 3 placas de Petri (15 x 90 mm)

contendo 5 brotos posicionados horizontalmente ao meio.
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A taxa média de formacdo de calos primarios e a sua posi¢cdo no
explante (base, mediano ou é&pice) foi avaliada. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia pelo programa estatistico Sisvar®
(FERREIRA, 2011), sendo as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Os dados de percentagem foram transformados
por arco-seno com intuito de atender 0S pressupostos necessarios para a

realizacdo das analises.

2.2 Potencial embriogénico das variedades brasileiras de cana-de-agUcar

Para a verificacdo do potencial embriogénico de variedades brasileiras
de cana-de-agUcar, quatorze variedades estabelecidas in vitro por organogénese

foram utilizadas como fonte de explante (Tabela 1).

Tabela 1 Relagdo de variedades brasileiras de cana-de-agUcar utilizadas no experimento
de embriogénese somatica a partir de explantes previamente estabelecidos in

vitro.

RB 83160 SP 813804

SP 716949 SP 813250

RB 863129 SP 851431
VAT 90-186 RB 99395

CB 45-3 VAT 90-61

VAT 90-212 SP 854594

SP 701143 RB 951541

Inicialmente, em cémara de fluxo laminar, perfilnos isolados das

matrizes foram inoculados em meio de MS suplementado com 3,0 mg L™ de
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2,4-D para indugdo de calos embriogénicos. O tamanho inicial dos explantes
utilizados foi de aproximadamente 1,2 milimetros, conforme resultados
encontrados no item 2.1.

Como repeticdo, utilizaram-se 5 placas de Petri com 5 brotos
posicionados horizontalmente no meio de cultura para cada variedade. Os
cultivos foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz e
temperatura de 252 °C, por um periodo de 40 dias.

Transcorrido este tempo, a formacdo de calos primérios com aspecto
mucilaginoso e embriogénicos nodulares e evidenciados pela coloragdo
esbranquicada foi avaliada. Em seguida, os calos primarios foram transferidos
para novo meio de cultura contendo a mesma concentracdo de 2,4-D e mantidos
na condicdo de escuro, caracterizando o 2° subcultivo em meio de indugéo. J& os
calos embriogénicos foram inoculados em meio de regeneracdo contendo 1,86
mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA) e 0,09 mg L™ de benzilaminopurina
(BAP) (TAPARIA; GALLO; ALTPETER, 2012) e transferidos para condicéo
de luminosidade em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas e
irradiagdo de 30 pmol.m?.s™.

Ressalta-se que em alguns casos, o calo foi seccionado conforme o
estadio de desenvolvimento, onde a por¢do primaria continuou a ser cultivada
em 2,4-D e a porcdo embriogénica transferida para meio de regeneracao.

Ap0s quarenta dias de cultivo, os calos primarios que permaneceram no
meio de inducéo foram avaliados quanto a formacdo de novos calos ou porgdes
embriogénicas. Os calos embriogénicos em meio de regeneracdo foram
avaliados quanto a percentagem de area verde, contendo embrides em diferentes

estadios de desenvolvimento, e 0 numero de brotos formados (> 5 mm).
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Em seguida, realizou-se novamente a subdivisdo dos calos de acordo
com os tipos de células e os mesmo procedimentos de inoculacdo, ou seja, a
parte mucilaginosa (priméaria) continuando em meio de inducdo e a parte
embriogénica transferida para meio de regeneracéo.

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados em esquema de
parcela subdividida no tempo pelo programa estatistico Sisvar. As médias de
percentagem foram previamente transformadas por arco-seno e os dados obtidos
por contagem segundo (x+1)*°. As médias foram comparadas pelo Teste de F e
Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

2.3 Analise histoldgica

Para a andlise histologica, amostras de calos primario e nodulares foram
coletados e fixados em FAA 70 (Formaldeido, acido acético e etanol 70%, em
razdo de 1:1:18 v/v) (Johansen, 1940).

Subsequentemente, as amostras foram desidratadas em série alcodlica
crescente (70-100%), infiltradas e incluidas em historresina (Leica®) de acordo
com as recomendacfes do fabricante. Cortes seriados transversais e
longitudinais (7-10 um) foram obtidos em micrétomo rotatério manual (Leica
modelo RM 2125), distendidos e aderidos as laminas microscopicas em placa
aquecida a 40°C.

Os cortes foram corados com azul de Toluidina (O’ BRIEN; FEDER;
MCCULLY, 1964), seguido da montagem entre lamina-laminula com Entellan.
Os resultados foram registrados em fotomicroscépio, acoplado a um sistema

digital de captura de imagens (Software ImagePro 4.0).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacdo do explante para a inducao da embriogénese somatica

Os resultados encontrados demonstraram que 0 tamanho inicial do
explante apresenta uma relacdo estreita com a percentagem de formacéo de calos
primérios e sua proliferagdo. Néo houve diferengas estatisticas entre as duas
variedades estudadas.

Inicialmente, aos cinco dias apos a inoculagcdo dos perfilhos em meio de
MS suplementado com 3,0 mg L™ de 2,4-D observou-se a formac&o de calos na
parte basal, proximo a regido meristematica, independentemente do tamanho
inicial do explante. Além disso, constatou-se que foram as I&minas foliares mais
internas que deram origem as primeiras massas calogénicas de coloragdo
amarelada e aspecto mucilaginoso.

Estes resultados estdo de acordo com Garcia et al. (2007), nos quais
verificaram a origem dos calos de cana-de-aglcar nas células da bainha do feixe
vascular de folhas imaturas. Ao longo do cultivo, estas massas se multiplicaram
e atravessaram 0s tecidos ndo responsivos.

Aos quarenta dias de cultivo, a percentagem de formacdo de calos
primarios nas duas variedades de cana-de-agucar foi significativamente
influenciada pelo tamanho dos explantes iniciais utilizados. Na Figura 1, pode-se
verificar que explantes com tamanho superiores a 9 mm foram 0s mais
responsivos, com média de aproximadamente 76% quando comparados com 0s
demais (50%).
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Figura 1 Influéncia do tamanho do explante na formag&o de calos priméarios de cana-de-
acticar em meio de cultura de MS suplementado com 3,0 mg L™ de 2,4 D. *
Médias seguidas por mesma letra, pertencem ao mesmo grupo, pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Explantes iniciais com tamanho de 1 mm apresentaram formagdo de
calos em apenas 40% dos explantes inoculados em meio de cultura contendo 3,0
mg L™ de 2,4-D. Provavelmente, a forte oxidagdo fendlica, observada em todo o
explante, prejudicou o desenvolvimento das massas calogénicas.

Ao contréario, nos explantes de maior tamanho, a oxida¢do ocorreu na
parte apical dos explantes e ndo interferiu na proliferacdo dos calos na parte
oposta.

Verificou-se também que a cobertura do calo em torno do explante
inicial foi significativamente influenciada pelo tamanho dos perfilhos.

Os explantes com tamanhos iniciais de 1 e 3 mm apresentaram uma
cobertura de 100 e 91% do explante, respectivamente, ou seja, praticamente todo
0 explante inicial foi coberto por calo. JA os tamanhos superiores a 6 mm

apresentaram formacdo e proliferacdo das massas calogénicas somente na regido
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basal e intermediaria (Figura 2). Estes resultados demonstram a variacdo do
potencial morfogénico das diferentes areas do segmento foliar, e corroboram

com Guiderdoni e Demarly (1988).

Figura 2 Inducdo de calos primarios de cana-de-aglcar a partir de explantes com
diferentes tamanhos iniciais. A: Explante inicial de 1 mm e cobertura total dos
calos; B: Explante inicial de 12 mm e formacédo de calos na parte basal. (Barras
=0,5cm).

Diante dos resultados obtidos, preconizou-se 0 uso de explantes iniciais
com tamanho aproximado de 12 mm, medidos a partir da parte basal, retirando-
se uma ou duas folhas externas dos perfilhos antes da inoculacdo, a fim de
facilitar a formacdo inicial das massas calogénicas.

Uma vez determinadas as particularidades do processo de inducéo de
calos primarios a partir de plantas de cana-de-agUcar previamente estabelecidas
in vitro, estes procedimentos foram utilizados na verificacdo do potencial

embriogénico de outras variedades brasileiras de grande interesse econdmico,

principalmente na regido nordeste do Pais.
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3.2 Potencial embriogénico das variedades brasileiras de cana-de-agUcar

As variedades de cana-de-aglUcar avaliadas responderam de maneira
significativa aos procedimentos adotados e atingiram uma taxa média de 94% de
formacdo de calos primarios.

A formagcéo inicial dos calos foi verificada a partir da primeira semana
de cultivo in vitro, com desenvolvimento de células indiferenciadas na parte
basal dos explantes, ou seja, proximo a regido meristematica.

A proliferacdo destas células ocorreu nas primeiras semanas de cultivo,
dando origem a calos friveis de aspecto mucilaginoso e coloracdo amarelada.
Todavia, a partir da terceira semana in vitro, verificou-se o surgimento de um
calo compacto nodular de coloragdo esbranquicada sobre o tecido mucilaginoso.

De acordo com Ho e Vasil (1983), o calo mucilaginoso é macio,
brilhante, ndo embriogénico e consiste de células alongadas e dissociadas. Ja 0s
calos compactos brancos consistem de células pequenas, com citoplasma denso
e que, em condigdes ideais de cultivo, ddo origem aos embrioides diferenciados.

Apesar da eficiéncia na inducdo de calos priméarios para todas as
variedades avaliadas, pode-se verificar que o desenvolvimento de calos ou
porcdes embriogénicas foi gendtipo dependente e variou significativamente ao
longo de trés subcultivos consecutivos (Figura 3).

De modo geral, dois comportamentos foram constatados dentre as
variedades testadas. O primeiro envolveu quatro variedades (RB 863129, SP
813804, CB 45-3 e SP 813250) com alta capacidade de producdo de calos
embriogénicos nos primeiros subcultivos e um rapido declinio com o passar do

tempo. O segundo comportamento caracterizou a maioria das variedades, as
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quais apresentaram frequéncia constante na producdo de calos ou porcdes
embriogénicas, nos trés cultivos analisados. Neste Ultimo grupo, as variedades
com maior producdo de calos embriogénicos por explantes foram VAT 90-61,
VAT 90-212, SP 701143 e SP 716949 (Figura 3).

A variedade SP 854594 foi a Unica que apresentou um comportamento
distinto das demais, com um pico de producédo de calos embriogénicos apenas no

segundo subcultivo (aproximadamente 40% dos explantes) (Figura 3).
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Figura 3 Potencial de formagdo de calos embriogénicos de variedades brasileiras de cana-de-aglcar ao longo de subcultivos
consecutivos no meio de cultura de MS suplementado com 3,0 mg L™ de 2,4-D. *Letras iguais dentro de cada variedade
pertencem ao mesmo grupo pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Através deste acompanhamento dos calos no tempo, pode-se observar
que os calos primarios de aspecto mucilaginoso (Figura 4A) que produziram
porcdes embriogénicas sobre o seu tecido no primeiro subcultivo (Figura 4B), na
maioria das vezes, foram capazes de produzir novamente nos subcultivos
sucessivos, ou seja, mantiveram a capacidade morfogénica quando mantidos no
meio de inducdo (3,0 mg L™ de 2,4-D).

A manutencdo da cultura de calos em um estado regeneravel por
periodos prolongados de tempo é um dos requisitos para a utilizacdo das técnicas
in vitro na engenharia genética de plantas (POLA; MANI; RAMANA, 2009).
Entretanto, esta s6 se torna viadvel se a capacidade de regeneracdo também for
sustentada ao longo do tempo de cultivo.

Neste trabalho, os calos ou as por¢des embriogénicas transferidas para o
meio de regeneracdo logo se proliferaram, formando mais calos compactos
nodulares brancos. Entretanto, residuos de calo primario, permitiram a formagéo
de novos tecidos mucilaginosos que, aparentemente, ndo interferiram na
diferenciacdo dos embriGes do tecido nodular adjacente.

De modo geral, estruturas globulares foram produzidas na periferia dos
calos morfogénicos brancos em aproximadamente dez dias de cultivo, seguidos
pelo desenvolvimento do coledptilo e germinacdo das primeiras plantas de
origem somaticas.

Nesta fase, pode-se observar com clareza o assincronismo do processo
embriogénico das variedades de cana-de-aclcar. Na Figura 4C, é possivel
distinguir em um mesmo cluster estruturas globulares, embrides soméaticos com
escutelo e coleoptilo, areas verdes de regeneracdo contendo embriGes somaticos

em diferentes estadios de desenvolvimento, além de brotos regenerados.
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Figura 4, continua...
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Figura 4 Embriogénese somatica induzida a partir de plantas de cana-de-aglcar
previamente estabelecidas in vitro. A: Calo mucilaginoso formado em meio
de MS suplementado com 3,0 mg L-1 de 2,4-D; B: Calo compacto nodular de
coloracdo esbranquicada formado sobre o tecido mucilaginoso; C:
Assincronismo do processo embriogénico aos 10 dias apds a transferéncia
para meio de regeneragdo contendo 1,86 mg L-1 de ANA e 0,09 mg L-1 de
BAP; D: Formacdo de plantulas apés 40 dias de cultivo em meio de
regeneracdo; E: Plantulas completas isoladas do tecido embriogénico; F:
Crescimento e desenvolvimento das plantas regeneradas via embriogénese
somatica. CM: calo mucilaginoso, CB: calo morfogénico branco, EG:
estrutura globular, AR: area de regeneracdo evidenciada pela coloracdo verde,
ES: embrides somaticos, Br: brotos regenerados. (Barras A, B, C, De E=0,5
cme F=1,0cm).

Essa assincronia e rapidez de resposta podem ser explicadas pelo fato de
pré-embrioides e embrioides completos ja terem sido produzidos pelos calos
compactos nodulares de cana, ainda no meio de inducéo (HO; VASIL, 1983).

Garcia et al. (2007) verificaram a formacdo de embrides globulares aos
15 dias, embrides maduros aos 25 dias e a conversao de plantas aos 30 dias, ap6s
a transferéncia para 0 meio de regeneracdo desprovido de reguladores de

crescimento, sob condi¢bes de luminosidade. Embora esses autores também
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tenham utilizado explantes in vitro como fonte de explante, o processo de
regeneracdo destes foi mais tardio que o observado neste trabalho, em que aos
15 dias em meio de regeneracéo ja foi possivel verificar a formacéo de plantas
de cana-de-agUcar.

Além do desenvolvimento de embriGes somaticos, alguns relatos na
literatura reportaram a formacdo de gemas adventicias a partir de calos
nodulares caracterizando, assim, a ocorréncia simultadnea das vias organogénica
e embriogénica em calos de cana-de-agucar (FALCO et al., 1996; KHAN;
KHATRI, 2006).

De maneira geral, no primeiro subcultivo em meio contendo ANA e
BAP, o processo de regeneracdo das variedades de cana-de-agUcar ocorreu em
100% dos explantes transferidos para meio de regeneracdo e expostos a
condigdes de luminosidade (Figura 4D-F). Todavia, a percentagem de &rea verde
contendo embriGes em diferentes estadios de desenvolvimento e o numero
médio de brotos formados por explante variou significativamente entre as

variedades (Tabela 2).
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Tabela 2 Percentagem de regeneragdo dos calos embriogénicos, area média de regeneragdo evidenciada pela coloragdo verde e
niimero médio dos brotos ap6s quarenta dias de transferéncia para meio de regeneracéo (MS + 1,86 mg L™ de ANA + 0,09
mg L™ de BAP) e exposicéo a luz. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, 2013.

Regeneracao Area de regeneracio (%) N° de brotos

Variedade Subc 1 Subc 2 Subc 3 Subc 1 Subc 2 Subc 3 Subc 1 Subc 2 Subc 3
RB 863129 100 aA 80 aA 40 bB 31 bA 28 bA 10 aA 5,5 bA 8,6 aA 0,3aB
RB 83160 100 aA 100 aA 100 aA 26 bA 30 bA 40 aA 9,7 bA 4,5 bA 6,3 aA
SP 813804 100 aA 85 aA 100 aA 52 bA 40 aA 20 aA 15,3 aA 10,0 aA 0,4aB
VAT 90-186 100 aA 50 bB 0,0 bC 54 bA 10 bB 0,0 aB 10,4 bA 0,2 bB 0,0aB
RB 99395 100 aA 62 aA 66 aA 51 bA 10 bB 17 aB 16,2 aA 1,4 bB 0,5aB
CB 45-3 90 aA 80 aA 66 aA 48 bA 14 bB 10 aB 11,5 bA 2,0 bB 1,33aB
VAT 90-61 100 aA 100 aA 77 aA 76 aA 29 bB 18 aB 19,5aA 2,8 bB 15aB
VAT 90-212 100 aA 85 aA 60 aA 74 aA 57 aA 10 aB 20,5 aA 10,0 aB 0,2aC
SP 854594 100 aA 88 aA 100 aA 58 aA 27 bB 28 aB 15,7 aA 7,0 aB 4,2 aB
SP 701143 100 aA 75 aA 33bB 74 aA 10 bB 15 aB 23,3aA 1,67 bB 0,2aB

RB 951541 100 aA 0,0cB S 75aA 0,0 bB - 100bA  0,0bA -

SP 813250 100 aA 75 aA - 61 aA 29 bB - 23,0 aA 2,6 bB -
SP 716949 100 aA 71 aA 44 bB 75 aA 53 aA 10 aB 14,0 bA 17,0 aA 0,6 aB

* Médias seguidas por letras mintsculas iguais na coluna e letra maidscula dentro de cada variavel ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. **N&o houve formagao de calos embriogénicos.
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Morfologicamente verificou-se que as plantas formadas foram
aparentemente normais e, em alguns casos, completas com formacdo de parte
aérea e sistema radicular.

As variedades que se destacaram com relagdo ao nimero de brotos
formados foram VAT 90-61, VAT 90-212, SP 701143, SP 813250, SP 813804,
RB 99395 e SP 854594, com média de 19,0 brotos por explante (Tabela 2).

Estes resultados comprovam a eficiéncia do meio de regeneragdo
descrito por Taparia, Gallo e Altpeter (2012) e demonstram o potencial da
embriogénese somaética da cana-de-agUcar estabelecida a partir de plantas in
vitro. Ademais, o seccionamento dos calos de acordo com o tipo de células e
inoculacdo no meio adequado, permitiu a continuidade de producdo de brotos
nos subcultivos posteriores.

Contudo, ao contrario do primeiro subcultivo, a percentagem de
regeneracdo dos calos compactos nodulares brancos oriundos do segundo
subcultivo variou significativamente entre as variedades estudadas. De acordo
com a Tabela 2, pode-se verificar que onze variedades mantiveram o alto nivel
de regeneracéo dos calos.

A variedade VAT 90-186 apresentou uma taxa de regeneracéao inferior a
primeira. Neste caso, embora a formagdo de calos ou por¢des embriogénicas
tenha se mantido constante no tempo (Figura 3), observou-se um declinio no
potencial de regeneracdo dos mesmos. Ja a variedade RB 951541 ndo apresentou
sinais de regeneracé&o a partir do segundo subcultivo.

A variedade SP 851431, apesar de ter produzido calos embriogénicos
em 13% dos explantes, a regeneracdo dos mesmos ndo ocorreu nas condigdes

empregadas.
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No segundo subcultivo, observou-se que a é&rea de regeneracdo
evidenciada pela coloracdo verde foi reduzida para a maioria das variedades, e 0
namero de brotos formados foi menor. No dia da avaliacdo, poucos brotos
apresentavam tamanho suficiente para serem contabilizados (x 5 mm),
demonstrando que a regeneracgdo foi retardada com o tempo de cultivo (Tabela
2).

Ainda assim, 0s niveis de regeneracdo observadas neste Ultimo
subcultivo foram satisfatérios, quando comparados com outros trabalhos
encontrados na literatura.

Singh et al. (2008) verificaram eficiéncia maxima de regeneracdo de
34,65% dos explantes, quando inoculados em meio de MS acrescido de 0,5 mg
L de BAP. Taxa de regeneracio de 50 a 100% foi observada por Basnayake,
Moyle e Birch (2011) a partir de calos de aparéncia nodular, inoculados em meio
de MS.

Dibax et al. (2011) estudando duas variedades brasileiras de cana-de-
acucar (RB931003 e RB98710), verificaram taxas de 70 a 80% na indugédo de
brotos quando na presenca de BAP e 60% na presenca de BAP e cinetina.

Com relagcdo a frequéncia de regeneragdo dos calos no terceiro
subcultivo, em meio contendo ANA e BAP, constatou-se que sete variedades
mantiveram os bons indices e quatro apresentaram uma queda acentuada quando
comparado com os dois subcultivos anteriores.

A variedade RB 83160 destacou-se por apresentar regeneracdo em 100%
dos explantes ao longo de todo experimento. Em oposicdo, pode-se citar a
variedade VAT 90-186 que apresentou uma queda substancial na regeneracdo

em cada subcultivo.
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Neste terceiro e ultimo subcultivo, observou-se que a regeneracdo
ocorreu em areas isoladas do calo e o nimero de brotos formados caiu
drasticamente, uma vez que estes ndo atingiram o tamanho de 0,5 m para a
quantificacdo (Tabela 2). Estes dados ajudam a confirmar o retardamento do
processo regenerativo, a partir do envelhecimento dos calos, uma vez que as
condicBes de cultivo foram as mesmas durante todo o periodo de cultivo.

De maneira geral, desde a inducdo dos calos embriogénicos até o
terceiro subcultivo em meio de regeneracdo (Figura 5), observou-se a
manutencdo na capacidade regenerativa dos calos por 22 semanas de cultivo,
para sete das quatorze variedades estudadas, desde que os diferentes tipos de

células sejam cultivados em meios de cultura adequados.
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Perfilhos in vitro
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Figura 5 Diagrama esquematico das etapas envolvidas no processo embriogénico da cana-de-agUcar.
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Bashayake, Moyle e Birch (2011), através de constantes renovacdes do
meio de cultura de inducdo contendo 2,4-D, conseguiram obter culturas de cana-
de-acUcar predominantemente embriogénicas, durante periodo de 28 a 42 meses.
Entretanto, as variedades diferiram na capacidade regenerativa. Esses autores
observaram casos extremos de declinio a partir de poucas semanas de cultivo.

Existem relatos na literatura evidenciando que calos de cana-de-agUcar
foram mantidos por mais de 19 meses em meio de cultura modificado, sem
perder a habilidade de formar embrides somaticos (CHEN et al., 1988; FITCH;
MOORE, 1990; BRISIBE et al., 1994).

Embora a manutencdo da capacidade embriogénica e de regeneracdo dos
calos seja importante para a selecdo e transformacdo genética (CHAI et al.,
2011), as chances de incidéncia de variagcdo somaclonal indesejaveis aumentam
consideravelmente com o tempo de cultivo (BAIRU; AREMU; STADEN,
2011).

Neste sentido, trabalhos recentes que visam a transformacao genética de
cana-de-agUcar tém se preocupado em estabelecer plantas regeneradas a partir de
calos embriogénicos em um periodo relativamente curto (SNYMAN et al., 2006;
RAZA et al., 2012), principalmente para evitar as alteragbes genéticas
acumuladas.

De maneira geral, a producédo inicial de grande quantidade de clones
pode ser obtida a partir da sexta semana da inducdo, representando uma
alternativa potencial para a utilizacdo em estudos de transgenia envolvendo a
espécie. Entretanto, o cultivo estendido pode representar uma ferramenta Util
para a producdo massal de plantas por biorreatores e para a producdo de

sementes sintéticas visando a criopreservagéo.
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3.3 Analise histoldgica

O calo mucilaginoso, anatomicamente, apresenta a maioria das células
com formato alongado e grandes espacos intercelulares. Contudo, em meio a
este aglomerado, existem células meristematicas contendo citoplasma denso e
nacleo volumoso (Figura 6A). Essas células meristematicas progridem para a
formacdo de massas nodulares constituidas por celulas pequenas, justapostas e
em intensa divisdo celular (Figura 6B).

Esta caracteristica de desenvolvimento foi similar para todas as
variedades estudadas e estdo de acordo com os relatos de Ho e Vasil (1983) e
Chen et al. (1988), que desenvolveram os primeiros protocolos de embriogénese
somaética para cana-de-agucar. Vale ressaltar, que ao contrario desses autores, 0
explante aqui utilizado tem origem de plantas in vitro.

Ja em meio de cultura de regeneracao, observou-se na periferia do calo
compacto nodular a formacdo de embrides em fase linear (pré-embrioides),
contendo de duas a quatro células. Esses embrioides aparentemente

apresentaram-se envoltos por uma camada fina de parede celular (Figura 6C).
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Figura 6, continua...
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Figura 6 Andlise histologica da embriogénese somética de cana-de-aglcar (Saccharum
sp.). A: Aspecto do calo mucilaginoso contendo células meristematicas (seta);
B: Calo nodular (CN) formado sobre o tecido mucilaginoso (CM); C: Pro-
embrioides em estadio linear; D: Embrido globular com suspensor (SP); E:
Embrido globular apresentando apice radicular (AR) e protoderme (PT); F:
Embrido globular (EG) e cotiledonar contendo escutelo (ES), coledptilo (CL),
procambio (PC) e &pice radicular (AR); G: Calo nudular (CN) com embribes
em diferentes estddios de desenvolvimento; H: Gema adventicia com
meristema apical (MA), primérdios foliares (PF) e procambio (PC), formada a
partir do calo nodular (CN) (Barras A, D, Ee G =50 um; B e F =100 um; C
=10 pm).

Intensas divisBes celulares na regido apical dos pré-embrioides deram
origem aos embrides em estadio globular. Nesta fase, observou-se na base do
embrido globular uma estrutura semelhante a um suspensor, conectando o
embrido ao calo compacto nodular (Figura 6D). A presenca do suspensor sugere
uma origem unicelular dos embriGes. Contudo, embrides somaticos de origem
multicelular também foram verificados.

Para Sané et al. (2006) a origem unicelular é uma via tipica de
desenvolvimento da embriogénese, na qual a célula competente encontra-se em

ativa divisdo dentro de uma camada externa de polissacarideo, que proporciona
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um isolamento fisico das células adjacentes. Todavia, a ocorréncia simultanea de
embrides com origem unicelular e multicelular ja foi relatada em outros
trabalhos cientificos (ALMEIDA et al., 2012; SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,
2012).

Posteriormente, constatou-se a formacdo de embribes globulares em fase
mais avancada e embrides em fase cotiledonar. Os embrifes globulares
visualizados apresentaram inicio de desenvolvimento do é&pice radicular e
protoderme (Figura 6E). JA os embrides em fase cotiledonar exibiram duas
regides distintas: uma apical contendo o escutelo e formacéo dos coledptilos e
outra basal, onde se localizara o apice radicular. O inicio de desenvolvimento de
feixes procambiais também foi verificado (Figura 6F).

Em geral, embrides somaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento foram observados em um mesmo tecido nodular,
caracterizando um processo embriogénico assincronizado (Figura 6G).

Em todas as fases da embriogénese foi possivel observar,
simultaneamente ao desenvolvimento dos embriGes somaéticos, a formacdo de
gemas adventicias oriundas dos calos nodulares, evidenciando a ocorréncia de
organogénese indireta (Figura 6H).

Esses resultados corroboram os de Falco et al. (1996) que reportaram a
formacdo de gemas adventicias com origem unipolar, evidenciadas pela ampla
conexdo vascular com o tecido de origem, juntamente com a formacdo de
embriGes somaticos.

J& Dibax et al. (2013) revelaram que a origem dos brotos regenerados
em duas cultivares de cana-de-aclicar (RB 92579 e RB 93509), ocorreu

exclusivamente pela via organogénica indireta. De acordo com esses autores, a
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regeneragdo dos calos ocorreu em um periodo de cultivo relativamente curto

para completar a formacao dos embrifes somaticos.
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4 CONCLUSOES

e Plantas in vitro podem ser utilizadas como fonte de material para a
inducdo de calos embriogénicos de cana-de-aclcar. O tamanho do
explante inicial de 12 mm é o mais responsivo.

e Das quatorze variedades avaliadas, treze apresentam potencial
embriogénico e sdo capazes de regenerar clones a partir da sexta semana
de cultivo.

e As variedades RB 83160, SP 813804, RB 99395, CB 45-3, VAT 90-61,
VAT 90-212 e SP 854594 sdo capazes de manter a capacidade
morfogénica dos calos por pelo menos 22 semanas, desde que 0S
diferentes tipos de células sejam cultivados em meios de cultura
adequados.

e A regeneragdo das plantas ocorre simultaneamente pela via

embriogénica e organogénica.
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CAPITULO 4

CONSERVACAO E CRIOPRESERVACAO in vitro DE APICES
CAULINARES DE CANA-DE-ACUCAR
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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho avaliar a sobrevivéncia, a regeneracdo e a
estabilidade gen6mica de brotos de cana-de-agUcar conservados in vitro sob
crescimento minimo, além de verificar a tolerancia de éapices caulinares a
criopreservacdo pela técnica droplet vitrification. Neste sentido, brotos de dez
variedades de cana-de-agUcar foram inoculados em dois meios de crescimento
minimo: MC1 constituido de ¥2MS e 30 g L™ de sorbitol e MC2 com formulac&o
similar ao primeiro, porém suplementado com 1,0 mg L™ de ABA. Os brotos
foram mantidos por até 12 meses em temperatura de 18 °C, na presenca de luz.
Ao final do periodo, os explantes foram inoculados em meio de multiplicacéo
contendo 0,2 mg L™ de BAP e 0,1 mg L™ de cinetina para recuperacéo do
crescimento. Para a criopreservacdo, apices caulinares foram extraidos e pré-
cultivados em MS contendo 0,3 M de sacarose, por 24 horas. Em seguida, 0s
apices foram expostos a loading solution por 20 minutos, pela solucdo de
vitrificagdo (PVS 2) por 20 e 30 minutos a 0 °C e, posteriormente, mergulhados
diretamente em nitrogénio liquido (NL). O descongelamento foi rapido em
solugdo concentrada de sacarose. Como resultados, verificou-se comportamento
distinto das variedades estudadas ao longo do tempo de armazenamento, mas de
modo geral, 0 MC1 foi 0 que proporcionou as maiores taxas de sobrevivéncia
dos explantes. A recuperacdo do crescimento foi rapida e a capacidade de
multiplicagdo recuperada a partir do segundo subcultivo. Todavia, por meio da
citometria de fluxo, observou-se uma reducdo na quantidade relativa de DNA
estimada aos doze meses de conservacdo, para a maioria das variedades
analisadas, evento ndo observado quando o monitoramento foi feito aos 6 meses.
Para a criopreservacdo, constatou-se taxas de sobrevivéncia de 20 e 10% dos
explantes, quando antes do congelamento, estes foram desidratados por 20 e 30
minutos em PVS 2, respectivamente. A sobrevivéncia dos apices demonstra a
possibilidade de se criopreservar germoplasma da espécie a partir de estudos
adicionais e otimizagdo de etapas da técnica.

Palavras-chave: Saccharum spp. Conservagdo in vitro. Citometria de fluxo.
Variagdo Somaclonal.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the survival, regeneration,
recovery and genomic stability of sugarcane shoots preserved in vitro under
minimal growth, in addition to verifying the tolerance of shoot tips to
cryopreservation using the dropletvitrification technique. For this, shoots ten
sugarcane varieties were inoculated in two minimal growth media: CM1
consisting of % MS and 30 g L™ sorbitol and CM2 with formulation similar to
the first, but supplemented with 1.0 mg L™* of ABA . The shoots were
maintained for 12 months at 18 °C in the presence of light. At the end of this
period the explants were inoculated in multiplication medium containing 0.2 mg
L™ BAP and 0.1 mg L™ kinetin for growth recovery. For cryopreservation, shoot
tips were extracted and precultured on MS containing 0.3 M sucrose for 24
hours. Subsequently, the apices were exposed to a loading solution for 20
minutes, to the vitrification solution (PVS 2) for 20 and 30 minutes at 0° C and
immersed directly into liquid nitrogen (LN). The thawing was fast in
concentrated sucrose solution. As a result, we found distinct behavior of the
varieties studied during the storage time but in general, the CM1 provided the
highest explant survival rates. Growth recovery was rapid and multiplication
capability was recuperated starting from the second subculture. However, via
flow cytometry, we observed a decrease in the relative amount of DNA
estimated at twelve months of storage, for most varieties analyzed, a fact not
observed at 6 months. For cryopreservation, we found a survival rate of 20% and
10% of explants when prior to freezing the apices were dehydrated for 20 to 30
minutes in PVS 2, respectively. The survival of apices demonstrates the
possibility of cryopreservation of species germplasm starting from further
studies and optimization of the steps of the technique.

Keywords: Saccharum spp. In vitro Conservation. Flow cytometry. Somaclonal
variation.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-aclcar é uma espécie de grande importancia para o
agronegécio brasileiro e sua demanda tende a aumentar ainda mais devido a
combinacdo de fatores extremamente favordveis, incluindo perspectivas no
crescimento dos mercados interno e externo, aumento do preco do petréleo e
preocupacao universal na producdo de energia sustentdvel (CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011).

Para atender as demandas atuais da cultura, as diferentes técnicas da
cultura de tecidos podem ser uma importante aliada, seja para o
desenvolvimento mais rapido de novas cultivares, seja para auxiliar programas
de melhoramento genético da cultura, ou entdo, para acelerar a distribuigdo de
materiais promissores, ou mesmo, conservar a variabilidade genética da espécie.
Até o momento, a conservacdo de germoplasma de cana-de-agucar é feita a
partir de colegdes em bancos de germoplasma mantidos em campo (ROACH,
1995; LEMOS et al., 2002).

De acordo com Engelmann (2011), as técnicas in vitro sdo muito Uteis
para a conservacdo de recursos genéticos das plantas, principalmente para
espécies com sementes recalcitrantes e propagacdo vegetativa, raras e ameagadas
de extingdo, assim como gendtipos elite ou geneticamente modificados. Além
disso, existem diferentes métodos de conservagdo in vitro que podem ser
utilizados.

O método de crescimento minimo tem sido utilizado com sucesso para a
conservacgdo a curto e médio prazo, principalmente de meristemas e/ou &pices

caulinares de muitas espécies, e consiste na reducdo do crescimento e no
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aumento dos intervalos entre os subcultivos, sem afetar significativamente a
viabilidade dos explantes (ENGELMANN, 2011).

Essa reducdo das atividades metabdlicas geralmente é alcancada pela
modificacdo do ambiente fisico e/ou da composicdo do meio de cultura
(SCHERWINSKI-PEREIRA; COSTA, 2010). As abordagens amplamente
utilizadas envolvem principalmente a reducdo da temperatura de cultivo e adi¢do
de compostos osmoticamente ativos no meio de cultura, como a sacarose, 0
sorbitol e o manitol (MARINO et al., 2010). Muitas vezes, inibidores do
crescimento, como por exemplo, o acido abscisico, também séo utilizados (RAI
etal., 2011).

Outra modalidade envolve a conservacdo em temperatura ultrabaixa em
nitrogénio liquido (-196 °C) e, atualmente, € o Unico méetodo com potencialidade
para conservacdo em longo prazo de germoplasma vegetal. Sob temperatura
ultrabaixa as divisdes celulares e os processos metabolicos sdo drasticamente
reduzidos permitindo, assim, que o material fique armazenado por um periodo
de tempo teoricamente ilimitado (ENGELMANN, 2004).

O maior desafio para os protocolos de criopreservacdo é realizar um
congelamento sem a formacdo de cristais de gelo no interior das células, que de
maneira geral, podem gerar uma série de danos mecanicos, bioquimicos e
osmaéticos aos tecidos (CARVALHO, 2007). Para minimizar estes problemas,
diversas técnicas ja foram desenvolvidas, o0 que permitiu um aumento acentuado
no numero de espécies criopreservadas nos Ultimos anos (SAKAI,
ENGELMANN, 2007).

No caso da cana-de agucar, protocolos de criopreservacdo ja foram
desenvolvidos para calos embriogénicos (MARTINEZ-MONTERO et al.,
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1998), embrides somaticos (MARTINEZ-MONTERO; MARTINEZ;
ENGELMANN, 2008) suspensdes celulares (GNANAPRAGASAM; VASIL,
1990) e apice caulinar (GONZALEZ-ARNAO, 1993). As técnicas utilizadas
nestes trabalhos foram variadas e os resultados gen6tipo dependentes.

Recentemente, uma nova técnica de criopreservacdo denominada de
droplet vitrification foi desenvolvida (PANIS, PIETTE; SWENNEN, 2005), a
qual combina a aplicacdo das solucdes de vitrificacdo altamente concentradas
com uma taxa de congelamento e descongelamento ultrarrapido (PANIS et al.,
2011).

Os passos basicamente envolvem a desidratacdo osmotica dos explantes
e 0 congelamento dos propagulos alvo em uma microgota de solucdo de
vitrificagdo (PVS 2 ou PVS 3) colocada sobre uma tira de papel aluminio, na
qual é imersa diretamente em nitrogénio liquido. O descongelamento é
conduzido em meio liquido com alta concentragdo de sacarose, a temperatura
ambiente (PANIS, PIETTE; SWENNEN, 2005).

O pequeno volume de crioprotetor (10 a 15 pL) é que caracteriza o
principal interesse da técnica em atingir um estado vitrificado extremamente
rdpido durante o congelamento e evitar a devitrificacdo durante o
descongelamento (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Esses sdo requerimentos
essenciais para evitar os danos letais causados pela formacao dos cristais de gelo
intracelular.

Para a cana-de-acUcar apenas um relato foi encontrado na literatura
envolvendo a criopreservacao de &pices por meio deste método (BARRACO;
SYLVESTRE; ENGELMANN, 2011). Entretanto, de acordo com estes autores,

estudos adicionais necessitam ser realizados a fim de otimizar o protocolo para a
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espécie e aumentar a taxa de regeneracdo, média de 28%. Atualmente, no Brasil,
nenhum relato de sucesso envolvendo a espécie foi encontrado.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar a sobrevivéncia, a
recuperacdo do crescimento e a estabilidade gendmica de variedades brasileiras
de cana-de-agucar a conservagao por crescimento minimo, além de verificar a
tolerancia de apices caulinares a temperatura ultrabaixa do nitrogénio liquido

(-196 °C), por meio da técnica droplet vitrification.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Conservagdo in vitro de germoplasma de cana-de-acicar por
crescimento minimo

Apices caulinares de variedades brasileiras de cana-de-aclcar foram
coletados no Banco de Germoplasma da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Rio
Largo — AL, e enviados para o Laboratdrio de Cultura de Tecidos Il da Empresa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada em Brasilia-DF, onde o0s
experimentos foram realizados.

Inicialmente, os apices foram desinfestados com alcool 70%, hiplorito
de sodio 2,5%, lavados em 4gua destilada autoclavada, seccionados
transversalmente (x 3 mm) e inoculados em meio de cultura contendo sais de
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose,
5,0 mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA) e 0,5 mg L™de cinetina (KIN) e
solidificado com 2,3 g L* de Phytagel® (SIGMA), conforme protocolo
estabelecido por Gill, Malhotra e Gosal (2006).

Passados 40 dias de cultivo em condi¢des de luminosidade, os brotos
regenerados foram transferidos para frascos (250 mL) contendo 30 mL de meio
de MS adicionado de 30 g L™ de sacarose, 0,10 mg L™ de cinetina (KIN), 0,20
mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP) e solidificado com 2,3 g L™ de Phytagel
para multiplicacdo e melhor desenvolvimento dos brotos.

Dez variedades oriundas da regeneracdao desses apices caulinares por
organogénese foram selecionadas como fonte de explante para a conservacao in

vitro e verificacdo da tolerancia dos brotos de cana-de-aglcar as condicbes de
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crescimento minimo, como segue: SP 784764, SP 716949, SP 854594, SP
701143, RB 845210, RB 99395, RB 83160, RB 863129, VAT 90-212 ¢ VAT
90-186.

Duas formulagcbes de meios de cultura foram utilizadas para este
experimento, as quais foram baseadas em resultados prévios obtidos. O primeiro
meio, denominado MC1, foi constituido de metade das concentragdes salinas de
MS acrescido de 30 g L™ de sorbitol e solidificado com 2,3 g L™ de Phytagel. O
segundo meio (MC2) utilizado foi similar ao primeiro, porém, suplementado
com 1,0 mg L™ de &cido abscisico (ABA).

O pH dos meios de cultura foi ajustado a 5,8+0,1 antes da autoclavagem
a 121 °C por 20 minutos. Apos a esterilizacdo do meio de cultura, o ABA foi
adicionado por microfiltracdo, usando filtro tipo Millipore® (0,22 pm).

Apos a inoculagdo em capela de fluxo laminar, os brotos foram mantidos
por 12 meses em camara vertical do tipo B.O.D. a temperatura de 18 °C,
fotoperiodo de 12 horas e irradiacdo de 30 umol.m™s™. Nenhuma renovacéo do
meio de cultura foi realizada durante o periodo de armazenamento.

Como repeticao, utilizaram-se dez tubos de ensaio (25 x 150 mm) por
variedade dentro de cada tratamento: presenca e auséncia de ABA. Cada tubo de
ensaio foi preenchido com 10 mL de meio de cultura e recebeu um broto com
comprimento inicial de 1,5 cm.

A avaliacdo da sobrevivéncia foi realizada a cada 3 meses de
armazenamento, enquanto que, o comprimento, o nimero de brotos e raizes
formados foram avaliados somente ao final do experimento. Ressalta-se que a
sobrevivéncia dos brotos durante o periodo de conservagéo in vitro foi avaliada

visualmente de acordo com o aspecto morfolégico e a coloragdo dos brotos.
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Apols a coleta dos dados referentes a sobrevivéncia, estes foram
analisados seguindo um esquema de parcelas subdivididas no tempo e
comparados por meio de regressdo polinomial pelo programa estatistico Sisvar®
(FERREIRA, 2011). J& as demais variaveis foram avaliadas segundo um
esquema fatorial 10 x 2 (dez variedades x dois meios de cultura). Os dados em
percentagem foram previamente transformados por arco-seno com intuito de
atender 0s pressupostos necessarios para a analise e a comparacdo entre as

médias foi feita pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

2.1.1 Recuperacéo do crescimento

Ao final do periodo de 12 meses de conservacgdo in vitro, as plantas
foram retiradas do meio de crescimento minimo e inoculadas em meio de
multiplicagcdo para a recuperacdo do crescimento e verificacdo da estabilidade
gendmica por citometria de fluxo.

O meio de multiplicacdo consistiu de sais e vitaminas de MS
suplementado com 30 g L™ de sacarose, 0,10 mg L™ de KIN e 0,20 mg L™ de
BAP e solidificado com 2,3 g L™ de Phytagel. Apds a transferéncia, os explantes
foram mantidos em sala de crescimento na presenca de luz, & temperatura de
25+2 °C e fotoperiodo de 16 horas.

A sobrevivéncia, a taxa de multiplicacdo e o comprimento da maior
brotacdo foram avaliados ap6s 30 dias de cultivo neste meio. Em seguida, as
brotacbes foram novamente transferidas de meio, a fim de verificar o

comportamento destas num segundo subcultivo consecutivo.



161

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, formando
um esquema fatorial 10 x 2 para variedades e meios de cultura. Os dados
coletados foram analisados pelo programa estatistico Sisvar e as médias

comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2.1.2 Analise da estabilidade gendmica por citometria de fluxo

As amostras coletadas ao 0 (controle), 6 e 12 meses de armazenamento
in vitro, foram mantidas em meio de cultura e conduzidas para o Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras para a determinagéo da estabilidade gendmica por meio da citometria de
fluxo.

Durante a preparacdo das amostras foram utilizadas aproximadamente
20-30 mg de folhas jovens das brotacoes, e do padrdo de referéncia externo -
tomateiro (Lycopersicum esculentumL.). Os tecidos foram triturados em placa de
Petri (10 x 90 mm) contendo 1 mL de tampdo de extragdo resfriado para a
liberagdo dos ndcleos (DOLEZEL; DOLEZELOVA; NOVAK, 1994). O tampéo
utilizado para as analises foi 0 Marie (MARIE; BROWN, 1993), composto 50
mM glicose, 15 mM NaCl, 15 mM KCI, 5 mM Na,.EDTA, 50 mM citrato de
sodio, 0.5% Tween 20, 50 mM HEPES (pH 7.2) e 1% (m/v)
polyvinylpyrrolidone-10 (PVP-10).

ApOs o processo de extracdo, a suspensao de nucleos foi aspirada com
auxilio de pipeta Pasteur e filtrada através de uma malha de 50 um. Os nicleos
foram corados pela adigdo de 25 pL de uma solugdo de 1 mg/mL de lodeto de

Propideo.
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O conteddo de DNA nuclear em (pg) das plantas foi estimado

utilizando-se a formula a seguir:

DNA amostra = [M] X DNA padrio
G1 padrio

As anélises foram realizadas no citbmetro FacsCalibur (BD,
Bioscienses, San Jose, CA, USA) e os histogramas gerados analisados
estatisticamente no software WinMDI 2.8.

O delineamento foi o inteiramente casualizado e, para cada tempo
analisado, utilizaram-se quatro plantas por variedade e duas leituras no
citbmetro. Os contetdos de DNA (pg) obtidos foram submetidos a analises de
variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade no programa estatistico Sisvar.

2.2 Criopreservacao de apices caulinares de cana-de-aglcar pela técnica
Droplet vitrification

Plantas de cana-de-agucar da variedade SP 716949 ja estabelecidas in
vitro e sem nenhum tipo de contaminagdo por micro-organismos foram
utilizadas como fonte de explantes para este experimento.

Para a criopreservacdo por droplet vitrification, apices caulinares de
aproximadamente 1 a 2 mm de tamanho foram extraidos com auxilio da lupa
estereoscdpica e pré-cultivados em meio de cultura de MS acrescido com 0,3 M

de sacarose, onde permaneceram por 24 horas no escuro.
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Transcorrido este tempo, os apices foram expostos a loading solution
contendo 2,0 M de glicerol e 0,4 M de sacarose, por um periodo de 20 minutos a
temperatura ambiente, conforme descrito por Panis, Piette e Swennen, 2005.

Logo em seguida, a loading solution foi substituida pela solucdo
resfriada de vitrificagdo, PVS 2 (Plant Vitrification solution two). Esta solucéo
de vitrificacdo consistiu de 30% (3,26 M) glicerol, 15% (2,42 M) etileno glicol
(EG) e15% (1,9 M) DMSO (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990). A
exposicdo dos &pices & solucdo de PVS 2 ocorreu por 20 e 30 minutos, a
temperatura de 0 °C.

Cinco minutos antes do término do tratamento de desidratacdo, os apices
foram transferidos para uma tira de papel aluminio resfriada por gelo, contendo
uma gota de aproximadamente 10 pL de solucéo de vitrificacao.

Com auxilio de uma pinga, as tiras de papel aluminio resfriadas e
contendo os apices foram rapidamente mergulhadas em nitrogénio liquido (NL)
onde permaneceram por aproximadamente 40 minutos.

O descongelamento dos éapices foi réapido, realizado por meio do
mergulho das folhas de aluminio em uma solucdo de recuperacdo (unloading
solution) contendo 1,2 M de sacarose, por um periodo de 15 minutos em
temperatura ambiente (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005).

Ressalta-se que a loading solution, a solucdo de vitrificacdo (PVS 2) e a
de recuperacdo foram dissolvidas em meio de MS com pH ajustado para 5,8 e
esterilizadas em filtro Millipore 0,22 uM anteriormente a sua utilizacéo.

Ao final de todo o processo de desidratacdo, congelamento e
descongelamento, os épices foram transferidos para meio de MS semissélido

contendo 3,0 M de sacarose, onde permaneceram por 24 horas.
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A regeneragdo ocorreu em tubos de ensaio contendo meio de
multiplicacdo MS acrescido de 30 g L™ de sacarose, 0,10 mg L™ de KIN e 0,20
mg L™ de BAP e geleificado com 2,3 g L™ de Phytagel.

Para fins de comparag@o, apices caulinares foram extraidos e inoculados
diretamente em meio de multiplicagdo descrito anteriormente, enquanto outros
foram submetidos aos mesmos procedimentos de pré-tratamento e desidratacéo,
porém ndo foram expostos a temperatura de -196 °C, fornecida pelo nitrogénio
liquido.

Neste experimento, o delineamento foi inteiramente casualizado e
utilizou-se 10 repetices por tratamento, cada qual contendo um &pice caulinar
de cana-de-agUcar. A percentagem de regeneracdo foi avaliada apds quarenta
dias em meio de cultivo e os dados observados submetidos a anélise de variancia
por meio do programa estatistico Sisvar. Os dados de percentagem foram
transformados por arco-seno a fim de atender 0s pressupostos necessarios para a

realizacdo da analise estatistica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Conservagdo in vitro de germoplasma de cana-de-acicar por
crescimento minimo e recuperacao do crescimento

Para a conservagdo da cana-de-acUcar, observou-se que a modificacdo
do meio de cultura, associado com a reducdo da temperatura de cultivo
apresentou efeito significativo no crescimento das plantas in vitro e,
consequentemente, no tempo necessario entre 0s subcultivos.

De maneira geral, o meio de cultura desprovido de &cido abscisico
(ABA) (MC1) proporcionou maiores taxas de sobrevivéncia dos explantes
durante os doze meses de conservacdo, quando comparado ao meio de cultura
com a presenca de ABA (MC2). Contudo, pode-se verificar comportamento
distinto das variedades estudadas ao longo do tempo de armazenamento (Figura
1).

A variedade SP 784764 foi a que melhor respondeu aos tratamentos
aplicados para a conservagéo, pois aos 12 meses de armazenamento, constatou-
se um nivel de 85 e 100% de sobrevivéncia, quando os explantes foram
cultivados na presenca e auséncia de ABA, respectivamente (Figura 1). Durante
todo o periodo, verificou-se um amarelecimento das folhas mais velhas, mas
aparentemente, nenhum dano fisioldgico foi causado.

As variedades RB 83160, RB 863129, VAT 90-186 e VAT 90-212
apresentaram um comportamento semelhante com relagdo a porcentagem de
sobrevivéncia dos brotos em resposta aos meios de cultura utilizados para o

crescimento minimo. No MCL1, os brotos se mantiveram viaveis por doze meses,
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sem a necessidade de subcultivos. J& na presenca de ABA, verificou-se uma
tendéncia linear decrescente na sobrevivéncia destes, mais acentuada para a
variedade RB 863129 (Figura 1).
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Figura 1, continua...
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Figura 1 Comportamento das variedades brasileiras de cana-de-agUcar durante os doze
meses de conservagao in vitro, na presenca ou auséncia de 1,0 mg L de ABA.
*Médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada més de avaliacdo,
pertencem a um mesmo grupo e ndo apresentaram diferengas significativas
entre os tratamentos pelo Teste de Scott-Knott (p>0,05). ** Significativo pelo
Teste de Regresséo.

Observou-se que duas variedades (SP 701143 e RB 99395) foram mais
sensiveis a condicdo de armazenamento adotada neste trabalho, uma vez que a
sobrevivéncia dos brotos diminuiu significativamente nos primeiros meses de
incubagdo, principalmente, quando conservados na presenca de ABA. Ao final
dos doze meses, observou-se a sobrevivéncia de apenas 10% dos brotos da
variedade RB 99395 quando em meio de cultura desprovido de ABA e nenhum
viavel da variedade SP 701143 em meio com ABA (Figura 1).
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As variedades RB 845210, SP 854594 e SP 716949 apresentaram uma
tendéncia decrescente na viabilidade dos brotos ao longo do armazenamento em
meio de crescimento minimo. Para a RB 845210, constatou-se que a manutenc¢éo
dos explantes em MC2 por um periodo superior a 6 meses foi prejudicial para a
sobrevivéncia dos mesmos (Figura 1).

De acordo com Naidu e Sreenath (1999), os protocolos de conservagéo
in vitro devem refletir a taxa de sobrevivéncia méxima com um minimo de
subcultivos. Neste trabalho, a maioria das variedades em meio de cultura na
presenca de ABA (MC?2) apresentaram taxas de sobrevivéncia abaixo de 60%,
sugerindo que este meio ndo é propicio para a manutencdo de brotacdo de cana-
de-aclcar.

A aplicagdo exdgena do é&cido abscisico é capaz de aprimorar as
respostas adaptativas das plantas e tecidos aos varios tipos de estresse causados
pelo ambiente in vitro (RAI et al., 2011). Entretanto, deve ser utilizado em
concentragOes apropriadas para o retardamento do crescimento sem, contudo,
causar efeitos inibitérios na sobrevivéncia dos explantes (CID; CARVALHO,
2008; SILVA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011).

Silva e Scherwinski-Pereira (2011) constataram um decréscimo relativo
na sobrevivéncia, no comprimento dos brotos e no nimero de gemas com o
aumento da concentracdo de ABA no meio de conservagdo de duas espécies de
Piper.

Enguanto que para a conservacdo de Manihot esculenta, Cid e Carvalho
(2008) verificaram que o ABA induziu a dorméncia das gemas e atrasou a

brotacdo, sem afetar o crescimento posterior das plantas.
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Estudos prévios com cana-de-acUcar relataram a tolerancia dos brotos a
conservacdo in vitro por meio de modificaces na composicdo do meio de
cultura e temperatura de incubacdo (LEMOS et al., 2002; SARWAR;
SIDDIQUI, 2004). Contudo, os resultados descritos por estes autores sdo bem
diferenciados com o0s encontrados para as variedades brasileiras de cana-de-
acucar aqui estudadas.

Lemos et al. (2002) demonstraram que brotos de cana-de-aglcar
permaneceram viaveis apés um ano no mesmo meio de cultura quando o
inibidor de crescimento, ABA, na concentracéo de 1,0 mg L™ foi utilizado em
associacdo com 20 g L™ de sacarose e temperatura reduzida (15° C).

De maneira geral, a utilizacdo de ABA em meios de cultura tem sido
relatada em diversos trabalhos que visam a conservacdo de germoplasma de
espécies vegetais a curto e médio prazo (WATT et al., 2000; GOPAL;
CHAMAIL; SARKAR, 2004) e a longo prazo por meio das técnicas de
criopreservacdo (DANSO; FORD-LLYOD, 2008; POPOVA et al., 2009).
Todavia, as respostas sao distintas, variando de espécie para espécie.

Neste trabalho, possivelmente, a combinacdo do acUlcar alcool (sorbitol)
com o inibidor de crescimento e a temperatura reduzida a 18 °C foi excessiva na
restricdo do crescimento dos brotos para a maioria das variedades estudadas.

Ao contrario do observado no meio MC2, niveis satisfatorios de
sobrevivéncia dos brotos de cana-de-aclcar (aproximadamente 80%) foram
observados quando o armazenamento ocorreu no MC1, somente com a
combinacdo do regulador osmotico e da temperatura reduzida (18 °C). Nesta
condicdo, os explantes puderam ser mantidos por doze meses consecutivos in

vitro, sem a necessidade de renovacao do meio de cultura.
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Para Marino et al. (2010) os efeitos do sorbitol dependem da acdo
conjunta com a temperatura, mas também com o estado fisioldgico dos
explantes.

Brotos de Punus conservados em meio de crescimento minimo contendo
sorbitol apresentaram baixa percentagem de sobrevivéncia e crescimento quando
comparado com tratamentos contendo sacarose e sacarose + manitol (MARINO
et al.,, 2010). De acordo com esses autores, a maior atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) indicaram um elevado grau de
estresse oxidativo dos brotos armazenados na presenca deste carboidrato.

A adicdo de sacarose combinada com as diferentes concentracBes de
sorbitol promoveu elevada percentagem de abscisdo foliar para Hancornia
speciosa (SANTOS et al., 2011). Este problema foi contornado por Sa, Lédo e
Silva Lédo (2011) quando utilizaram altas concentra¢fes de manitol, embora
tenha sido evidenciado efeito nocivo deste carboidrato ao explante.

Para a conservagdo de germoplasma in vitro de Podophyllum sp. a
adicdo de osmoticos sorbitol e manitol (2%) no meio de cultura aumentou a taxa
de sobrevivéncia dos brotos, embora se tenha observado uma deterioracdo com
relacdo & qualidade de crescimento dos explantes como, por exemplo,
aparecimento de sinais de clorose (LATA et al., 2010).

Os resultados referentes a comprimento, formacgédo de raizes e formacéo
de brotos secundarios podem ser observados na Tabela 1. Diante das condicdes
aqui fornecidas as variedades de cana-de-aglcar, um maior crescimento dos
brotos foi constatado para aqueles conservados na auséncia de ABA (MC1). Na
primeira avaliacdo, aos trés meses de armazenamento, verificou-se o

desenvolvimento dos brotos com aumento do comprimento, emissdo de novas
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folhas e também de novos brotos. Contudo, ao longo do periodo de conservacgao,
0 crescimento cessou e, em alguns casos, as folhas mais antigas tornaram-se
amareladas e necrosadas.

J& os explantes mantidos em MC2, ou seja, na presenca de ABA,
apresentaram maior restricio no crescimento, uma vez que praticamente
mantiveram o tamanho inicial dos brotos com 1,5 cm. De maneira geral, 0
comportamento dos brotos no meio MC2 foi similar para todas as variedades,

ndo sendo observadas diferencas estatisticas nas variaveis analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 Comprimento de brotacBes (cm), nimero de raizes e brotos secundarios (sec)
formados em variedades de cana-de-aclcar durante 0 armazenamento in vitro
em meio de cultura suplementado ou ndo com &cido abscisico na concentragao
de 1,0 mg L™ Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF,

2013.
Comprimento N° de raizes N° brotos sec
Variedade (-)ABA (+)ABA ()ABA (+)ABA (-)ABA (+)ABA
SP 701143 1,8 cA* Sxx 3,4 bA - 0,8 aA -
RB 99395 15cA 1,6 aA 1,2 bA 3,1aB 0,0 bA 0,1aA
RB 845210 3,7aA - 12,0 aA - 0,1 bA -

SP 854594  2,5bA 1,7 aA 6,8 bA 3,3a8A 1,2 aA 0,0 aB
VAT90-212 2,5bA 1,6 aB 12,0aA 39aB 0,8 aA 0,6 aA
SP 716949 2,7 bA 1,6 aB 8,9 aA 9,0 aA 0,7 aA 0,6 aA
RB 863129  2,5bA 1,5aB 4,9 bA 2,8aB 0,5 bA 0,0 aA
RB 83160 2,8 bA 1,6 aB 3,3bA 3,1aA 0,3 bA 0,2 aA
VAT90-186 2,2 bA 1,5aB 4,8 bA 3,1aA 0,6 aA 0,1aA

SP 784764  3,4aA 15aB 7,9 aA 51aA 0,2 bA 0,2 aA
* Médias seguidas por letra mindsculas iguais na coluna, pertencem a0 mesmo grupo e
ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Letras
maiusculas distintas dentro de cada variavel diferem entre si, pelo Teste de F. ** Brotos
mortos.
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A preservacdo de materiais vegetais in vitro depende do genotipo, do
tipo de explante, da composi¢do do meio de cultura, das condi¢bes ambientais e
periodo de armazenamento. De modo geral, 0 meio com baixa disponibilidade
de nutrientes permite aos explantes reduzirem as taxas de crescimento.
Entretanto, a manutencdo destes por longos periodos pode acarretar o
esgotamento dos nutrientes, levando ao aparecimento de sintomas de
deficiéncias e/ou afetando a sobrevivéncia dos mesmos (AHMED; ANJUM,
2010).

Para conservacdo de Pyrus sp. a reducéo de sais do meio proporcionou
as melhores taxas de sobrevivéncia e regeneracdo, por um periodo de seis meses,
sendo que apds esse tempo, foi observada a morte das brotagdes devido a
escassez de nutrientes no meio de cultivo (AHMED; ANJUM, 2010). Para Lata
et al. (2010), a combinacdo de varios fatores incluindo contaminag&o,
dessecacdo e diminuigdo dos nutrientes do meio de cultura foi prejudicial para a
sobrevivéncia de Podophyllum peltatum durante o0 armazenamento.

Neste trabalho, apesar do amarelecimento das folhas mais antigas ao
longo do periodo de conservacdo em MC1, ndo se observou danos fisioldgicos
aos explantes e/ou diminuicdo da viabilidade, fato este comprovado pela
recuperacdo do crescimento.

Apo6s um ano de conservacdo em condi¢bes de crescimento minimo,
brotos transferidos para meio de multiplicacdo contendo os reguladores BAP e
cinetina, apresentaram rapida recuperacdo dos explantes através da emissdo de
novas folhas, crescimento da parte aérea e desenvolvimento de novos brotos.
Ressalta-se que os brotos avaliados visualmente como viaveis através de

aspectos morfoldgicos, recuperaram o crescimento nesta etapa (Figura 1A-D).
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Figura 1 Aspecto visual das brotacdes de cana-de-agUcar conservadas por dozes meses in
vitro e ap0s a recuperacdo do crescimento. A: Broto conservado em meio %2 MS
adicionado de 30 g L™ de sorbitol (MC1). A seta indica 0 amarelecimento das
folhas mais antigas; B: Broto conservado em meio ¥ MS adicionado de sorbitol
e ABA (MC2); C: Recuperagdo do crescimento do broto oriundo do MC1, apés
trinta dias em meio de multiplicacdo; D: Recuperagdo do crescimento do broto
oriundo do MC2. (Barras = 1,0 cm).
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De maneira geral foi possivel constatar o efeito dos tratamentos
aplicados durante a conservacdo nesta fase de reativacdo do crescimento.
Considerando as plantas oriundas do MC1, pode-se verificar que as dez
variedades ndo apresentaram diferenca significativa entre si com relagdo a
producdo de novos brotos, nos dois subcultivos consecutivos realizados.

Conforme resultados apresentados na Tabela 2, a proliferacéo dos brotos
secundéarios foi significativamente superior no segundo subcultivo. Esses
resultados demonstram uma necessidade de recuperagdo fisiologica dos
explantes, anteriormente a retomada do potencial de multiplicacao.

Resultados similares foram encontrados por Marino et al. (2010) na
conservacdo de brotos de Punus. Esses autores verificaram que a maior
proliferacdo de brotos ocorreu no segundo subcultivo consecutivo e que 0
tratamento de origem também influenciou nos resultados. Enquanto Silva, Luis e
Scherwinski-Pereira (2012) notaram diferengas na recuperagdo dos gendtipos de
Vitis em termos de nimero de brotos e gemas em varios subcultivos analisados.

A reativacdo do crescimento dos explantes de cana-de-agUcar oriundos
do MC2 foi influenciada pelo genétipo. Com relacdo a producdo de novos
brotos, observou-se uma superioridade da variedade SP 716949 quando
comparada com as demais, com média de 4,8 e 10,0 brotos por explante no
primeiro e no segundo subcultivo, respectivamente. Ja a variedade RB 83160
apresentou um aumento significativo na producdo de novos brotos no segundo
subcultivo (Tabela 2). As demais variedades apresentaram uma baixa capacidade

de producéo de brotos secundarios, apds o periodo de conservacio.
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Tabela 2 Recuperagdo do crescimento, seguido por 2 subcultivos consecutivos, das variedades brasileiras de cana-de-agUcar, apds
12 meses de conservacao in vitro em meio de cultura contendo ou néo a presenga de ABA. Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia-DF, 2013.

N° Brotos Comprimento
(-) ABA (+) ABA (-) ABA (+) ABA
Variedade Subc. 1 Subc. 2 Subc. 1 Subc. 2 Subc. 1 Subc. 2 Subc. 1 Subc. 2
SP 701143 1,5aB 9,0 aA S - 3,5aA 2,9 aA - -
RB 99395 - - 1,5bB 12,0 aA - - 2,0aB 3,0aA
RB 845210 1,5aB 6,8 aA - - 2,7aB 3,7 aA - -
SP 854594 0,8 aA 3,0aA 0,0 bA 1,0 bA 2,2aA 2,0 bA 1,9 aB 3,0aA
VAT 90-212 1,7aB 7,0 aA 0,4 bA 1,5bA 3,1aA 3,3aA 2,0 aA 1,9 bA
SP 716949 2,0aB 9,6 aA 4,8 aB 10,0 aA 2,7aB 3,4 aA 2,6 aB 3,4 aA
RB 863129 1,7 aB 7,5aA - - 2,2aB 3,6 aA - -
RB 83160 0,3aB 52 aA 0,0 bA 1,0 bA 2,1aB 3,6 aA 1,7 aA 2,0 bA
VAT 90-186 1,7 aB 8,4 aA 0,5 bA 3,2 bA 2,6 aB 3,4 aA 2,1aB 32aA
SP 784764 1,6 aB 4,4 aA 0,7 bA 3,0 bA 2,6 aB 3,2 aA 2,2aB 3,6 aA

*Meédias seguidas pelas mesmas letras minGsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si e pertencem a um mesmo grupo
pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Letras mailsculas distintas dentro de cada variavel diferem entre si pelo
Teste de F. ** Brotos mortos.
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Para ambos os tratamentos, 0 comprimento das brota¢fes, de um modo
geral, foi superior no segundo subcultivo e ndo diferiu entre as variedades
estudadas (Tabela 2). De acordo com Cid e Carvalho (2008) o conhecimento
sobre o tamanho das plantas, em termos de cultura de tecidos, é adequado por
que denota se as condi¢cBes in vitro foram favoraveis ao crescimento e
desenvolvimento dos cultivos.

Para a cana-de-aclcar que apresenta um crescimento rapido e um
consumo acelerado dos nutrientes disponiveis no meio de cultura, este trabalho
representa um avangco para a manutengdo de germoplasma em condicGes
assépticas e controladas. Conforme os resultados apresentados, a recuperacdo do
crescimento é rapida e o potencial de multiplicacdo é mantido mesmo apds o
periodo de armazenamento.

Entretanto, Liu, Wang e Liu (2004) declararam que o objetivo da
conservagdo de recursos genéticos de plantas engloba ndo sé o armazenamento
de germoplasma, mas também a manutencao de niveis reduzidos de varia¢@es do
material durante este periodo. Para esses autores, qualquer método de
conservacdo pode ser utilizado desde que o material genético permaneca

geneticamente estavel.

3.1.1 Andlise da estabilidade genémica por citometria de fluxo

A quantidade de DNA determinada por citometria de fluxo foi realizada
durante o periodo inicial (controle), intermediario (6 meses) e final (12 meses)
da conservagdo in vitro de dez variedades de cana-de-agUcar. De maneira geral,

a analise de folhas mais internas e jovens das brotacdes in vitro resultou em um
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pico G1 de DNA com boa precisdo e coeficientes de variacao inferiores a 3%
(Figura 2).

Pela analise dos histogramas, verificou-se que apesar das plantas de
cana-de-acucar terem, de modo geral, tolerado as condi¢cGes impostas de
conservagdo e permanecido morfologicamente normais durante todo o
experimento, estas apresentaram instabilidade gendmica nos 12 meses de
conservacao in vitro.

Na Tabela 3, pode-se verificar uma reducéo significativa na quantidade
relativa de DNA estimada aos doze meses de conservagdo in vitro, para a
maioria das variedades analisadas. Exceto para a variedade VAT 90-212, onde a
reducdo foi observada ja a partir dos seis meses de armazenamento.

Inicialmente ao experimento de conservagdo, o contetdo estimado de
DNA variou em torno de 12,2 a 12,8 picogramas (pg). Ap0s 0 armazenamento
por crescimento minimo in vitro, induzido através de modificacBes na
composi¢do do meio de cultura e no ambiente fisico, os valores observados
foram inferiores a 12,05 pg, alterando em maior e menor valores entre as
variedades.

A variedade SP784764 foi a Unica que estatisticamente ndo diferiu
quanto a quantidade relativa de DNA dos brotos, nos trés tempos analisados
(Tabela 3).

Com relagdo ao meio de origem, observou-se que as redugdes na
guantidade de DNA ocorreram em plantas armazenadas tanto na presenga do
ABA (MC1), quanto na sua auséncia (MC2).
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Figura 2 Histogramas relativos a anélise por citometria de fluxo da quantidade de DNA em cana-de-agUcar obtidos usando o tampéao
Marie. O primeiro pico corresponde ao padréo tomateiro e 0 segundo pico corresponde a variedade SP 854594. A:

Tratamento controle; B: 6 meses de conservacéo; C: 12meses de conservagao.

Tabela 3 Contetdo médio de DNA relativo (pg) de variedades brasileiras de cana-de-actcar ao longo do periodo de conservacao in

vitro em meio de cultura de crescimento minimo. UFLA, Lavras-MG, 2013.
Variedades

SP701143 RB863129 SP854594 SP784764 RB845210 SP716949

Periodo de
Conservacdo RB83160 VAT90186 VAT90212 RB99395
Controle 12,67 a 12,45a 12,4 a 12,30 a 12,53 a 12,26 a 12,37 a 12,18 a 12,87 a 12,81 a
12,39 a 12,86 a 12,82 a

6 meses 12,46 a 1241a 11,81b 12,11 ab 12,47 a 12,21 a 12,34a
11,85b 12,05b 11,90 b 11,83 b 11,66 b 11,42 b 11,50 b 12,28 a 1191b 12,01 b

12 meses
* Medias seguidas por mesma letra, pertencem ao mesmo gruopo, pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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O tamanho relativo do genoma da cana-de-agucar esté relacionado com
0 numero de cromossomos (ZHANG et al., 2012). E como a espécie apresenta
um dos genomas mais complexos do reino vegetal, podemos supor a partir
destes resultados que a condicdo de estresse causada pelo ambiente in vitro pode
ter proporcionado a ocorréncia de quebras cromossémicas e/ou cromossomos
perdidos, resultado do periodo prolongado de armazenamento.

Alguns autores acreditam que a replicacdo tardia da heterocromatina em
resposta as condigdes in vitro e/ou as variagdes nos niveis de metilagdo do DNA
podem conduzir a formacdo de pontes, quebras cromossdmicas ou rearranjos
(KAEPPLER; KAEPPLER; RHEE, 2000). Entretanto, muitas dividas ainda
precisam ser elucidadas, até porque, variacbes somaclonais tém sido
manifestadas em diversas espécies vegetais.

Jin et al. (2008) verificaram uma redugéo na quantidade relativa de DNA
em plantas de Gossypium hirsutum regeneradas in vitro. De acordo com estes
autores, a contagem cromossdmica confirmou os resultados observados pela
citometria de fluxo e demonstrou a ocorréncia de plantas aneuploides, com
perdas de 4 a 5 cromossomaos.

Somaclones de banananeira derivados da cultura de meristema in vitro
obtiveram um conteldo de DNA das folhas significativamente menor (1,72 pg)
qguando comparados com plantas normais, com valor estimado de 1,82
picogramas (MSOGOYA; GROUT; ROBERTS, 2011). Além disso, estes
autores verificaram que os somaclones apresentaram menor nivel global de
metilacdo do DNA.

Prado et al. (2010) detectaram variantes somaclonais em regenerantes

provenientes da embriogénese somatica durante a caracterizacdo de cultivares de
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Vitis vinefera. J& Madon et al. (2012) verificaram diferente contelldo de DNA,
ndo sé nos clones de Elaeis guineenses, mas também nos trés tipos de calos
observados — fridveis, nodulares e nodulares com estruturas radiculares.

Neste trabalho, apesar da reducdo na quantidade relativa de DNA
observada pela analise de citometria de fluxo para a maioria das variedades
analisadas, estudos mais aprofundados e analises citogenéticas devem ser
realizados neste material para detectar e confirmar qualquer tipo de perda ou
anomalia cromossdmica. Além disso, como as plantas eram aparentemente
normais, recomenda-se a aclimatizacdo em casa de vegetagdo e o
acompanhamento de seu desenvolvimento neste ambiente externo.

Sobhakumari (2012) detectaram por meio de estudos citolégicos
variagBes no nimero de cromossomos, bem como cromossomos fragmentados
em plantas de cana-de-aglcar regeneradas via embriogénese somaética.
Entretanto, neste caso, variagdes fenotipicas também foram observadas.

Ao contrario destes relatos, inimeras outras espécies avaliadas ndo
apresentaram variacdo no contetdo relativo de DNA em plantas regeneradas e
propagadas in vitro (BRITO et al.,, 2010; SILVA et al.,, 2011; OCHATT;
CONREUX; JACAS, 2013), o que garante a eficiéncia das técnicas de cultura de
tecidos na produgdo de mudas uniformes e geneticamente estaveis. Entretanto,
relatos da estabilidade genbmica por citometria de fluxo em plantas conservadas
in vitro ainda sdo escassos e para a cana-de-acUcar, inexistentes.

Apesar das inimeras vantagens da técnica de crescimento minimo in
vitro, esta apresenta limitacbes como, por exemplo, a possibilidade de se
acumular células que variam geneticamente de acordo com o tempo de

armazenamento, em virtude das condi¢Ges aplicadas (SCHERWINSKI-
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PEREIRA; COSTA, 2010). E diante dos resultados encontrados, tanto na
sobrevivéncia dos brotos quanto na sua estabilidade, conclui-se que a cana-de-
acucar pode ser conservada in vitro com sucesso e sem variagdes gendmicas por
pelo menos seis meses, sem a necessidade de subcultivos. Contudo, apds este
periodo, 0 armazenamento deve ser monitorado periodicamente para garantir a

estabilidade genética do material vegetal nestas condicdes.

3.2 Criopreservacao de apices caulinares de cana-de-acUcar pela técnica de
Droplet vitrification

O protocolo de droplet vitrification (DV) consistiu de vérias etapas
sucessivas que incluiu pré-cultivo em meio contendo alta concentracdo de
sacarose, osmoprotecdo com loading solution (LS), desidratacdo com solucdo de
vitrificagdo (PVS 2), imersdo direta no nitrogénio liquido (NL) e
descongelamento em unloading solution (US). Diante disso, a manipulacdo dos
apices de maneira cuidadosa e delicada demonstrou ser um passo essencial para
a minimizacdo de qualquer tipo de dano aos explantes durante os procedimentos.

Ademais, experimentos anteriores realizados no laboratorio
demonstraram gue o tamanho do apice inferior a 1 mm prejudicou a recuperagdo
do crescimento dos mesmos. Esses resultados estdo de acordo com Ramgareeb
et al. (2010) quando declaram que o tamanho do meristema influencia o
desenvolvimento de novos brotos. Para eles, o tamanho mais responsivo
encontra-se entre 1 a 2 mm, uma vez que estdo envoltos em 1 a 3 primordios

foliares.
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De acordo com Panis et al. (2011), uma vez que a parte mais
meristematica dos apices caulinares (as vezes, poucas camadas de células) ira
sobreviver a criopreservacao, as condicdes de cultivos precisam ser previamente
estabelecidas para permitir que este pequeno tecido se regenere em uma planta
normal.

Entdo, a partir dos cuidados adotados, o efeito da extracdo dos apices e a
tolerdncia destes a desidratacdo pelas solucbes altamente concentradas de
vitrificagdo podem-se ser verificados na Tabela 4, tomando como base 0s

resultados de regeneracéo.

Tabela 4 Efeito da desidratacdo induzida pela solucdo de vitrificagdo (PVS 2) na
regeneracdo e no desenvolvimento dos &pices caulinares de cana-de-aglcar.
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, 2013.

Tempo exposicdo ao Regeneracéo

N° de brotos Altura (cm)

PVS 2 (min.) (%)
0 90 s 25" 25a
20 90 2,4 11b
30 80 2,4 15b

*Médias seguidas por mesma letra mindscula na coluna pertencem a um mesmo grupo e
ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. **n.s.: ndo significativo

A taxa média de aproximadamente 85% de regeneragdo dos explantes,
guando ndo expostos a temperatura de -196 °C do NL, demonstra que a solu¢éo
PVS 2 nédo apresentou efeito toxico e/ou injarias osmética nos apices de cana-
de-acucar. Estes resultados foram comparados com o tratamento controle, onde
0s apices ndo foram expostos as solucdes crioprotetoras e apresentaram 90% de

regeneracao.
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O periodo de duragdo na qual os explantes sdo tratados com as solucGes
crioprotetoras (PVS 2) é de extrema importancia, uma vez que determina a
extensdo da desidratacdo celular e a quantidade de componentes que irdo
permear as células (CHEN et al., 2011). Baseado em Panis et al. (2011) o tempo
de tratamento com PVS2 varia consideravelmente entre as espécies, mas
normalmente, longos periodos de exposi¢cdo acabam sendo letais para as células.

Evidéncias experimentais providas por Volk e Walters (2006)
demonstraram dois principais mecanismos de acdo da solugdo crioprotetora
sobre os apices caulinares de Allium e Mentha: o PVS 2 substituiu a &gua celular
e modificou o comportamento da &gua remanescente nas células ao
congelamento, limitando assim, o risco de formacdo de cristais de gelo
intracelular. De acordo com esses autores, esta solu¢do apresenta mobilidade
suficiente, através do DMSO e etileno glicol, para permear a célula a
temperatura de 0 °C e permitir que a agua seja substituida. Além disso, Volk,
Harris e Rotindo (2006) declararam que a baixa temperatura diminui a
permeabilidade do glicerol e, assim, ameniza alguns dos seus efeitos negativos
causados as células.

Apo6s o tratamento com a solucdo de vitrificagdo, constatou-se que o
namero de brotos secundarios formados por explante ndo diferenciou entre os
tratamentos. Contudo, a altura das brotacGes foi significativamente inferior em
ambos 0s tempos de exposicdo (média de 1,3 cm), quando comparados com o
controle (2,5 cm) (Tabela 4).

De acordo com Guzméan-Garcia, Bradai e Sanchez-Romero (2013) as
solucbes de crioprotetoras ndo provocaram um decréscimo significativo na

sobrevivéncia ou recuperagdo dos explantes de Persea, entretanto, causaram
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certo atraso no crescimento dos tecidos. Resultados semelhantes também foram
verificados na reativacdo do crescimento de embrifes somaticos de Elaeis
guineenses, contudo, ap6s a exposicdo ao NL na presenca do PVS 2
(SURANTHRAN et al., 2012).

A criopreservagdo dos apices caulinares de cana-de-agUcar, variedade
SP716949, apresentou reducdo drastica na sobrevivéncia quando comparado
com os explantes ndo expostos ao NL. De maneira geral, observou-se que alguns
pices oxidaram ou tornaram-se esbranquicados, ap6s o congelamento e outros
acabaram quebrando os primdrdios ao serem manuseados.

Diante dos resultados apresentados na Tabela 5, pode-se constatar uma
taxa de 20% de sobrevivéncia para 0s explantes tratados por 20 minutos com

PVS 2 e 10% para os explantes expostos por periodo de 30 minutos.

Tabela 5 Regeneragdo e desenvolvimento dos apices caulinares de cana-de-aglcar ap6s a
imersdo em nitrogénio liquido por meio da técnica de droplet vitrification.
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, 2013.

Tempo exposi¢do ao Regeneracao N° de brotos Comprimento

PVS 2 (min.) (%) (cm)
20 20" 0,2 0,8"
30 10 0,1 0,5

*n.s.: ndo significativo

Resultados similares foram observados por Barraco et al. (2011), onde
meristemas apicais de Limonium serotinum obtiveram um decréscimo
significativo na sobrevivéncia ap0s a criopreservacdo. Estes autores verificaram
uma alta taxa de viabilidade dos explantes pré-tratados com diferentes

formulagdes de solugbes crioprotetoras. Contudo, ap6s exposi¢do ao NL a taxa
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de recuperacdo do crescimento foi de baixa a intermediaria (0 a 37%). Para
Prunus cerasifera, Vujovic et al. (2011) relataram que a recupera¢do do
crescimento, apds a criopreservacdo foi de no maximo 20%.

Estes resultados demonstram a sensibilidade dos é&pices caulinares de
algumas espécies a temperatura de -196 °C fornecidas pelo nitrogénio liquido.

De acordo com Panis et al. (2011), dependendo da espécie alvo, 0
desenvolvimento de um protocolo adequado envolvendo a técnica pode levar
anos de estudo, uma vez que este depende de informacdes prévias disponiveis na
literatura e de caracteristicas do comportamento da espécie, como por exemplo,
se é tropical ou temperada, lenhosa ou herbacea, mono ou dicotiled6nea.

Apesar das dificuldades encontradas, varias espécies tém sido
criopreservadas com sucesso por meio da técnica de droplet vitrification e,
algumas vezes, o resultado é significativamente melhor que os outros métodos.
Panis, Piette e Swennen (2005) verificaram um aumento de 23-46% na
sobrevivéncia para cultivares de Musa, quando comparados com o protocolo
normal de vitrificacdo. Resultado semelhante foi encontrado por Sant et al.
(2008) durante a criopreservacao de apice de taro, uma planta tropical.

Halmagyi, Deliu e lIsac (2010) analisaram os métodos de droplet
vitrification (PVS 2) e droplet (10% DMSO) para a criopreservacdo de Malus
sp. e verificaram a maior taxa de formacdo de brotos ap6s o congelamento na
presenca da solucdo crioprotetora.

A amora preta, uma espécie arbustiva, apresentou resultados distintos
durante a conservacdo de meristemas apicais. O tratamento com PVS 2

modificado resultou em uma taxa maxima de 30% de sobrevivéncia, enquanto a
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exposicdo a solucdo de vitrificacdo PVS3 (50% glicerol e 50% de sacarose)
alcancou indices de até 70% (VUJOVIC et al., 2011).

Para a cana-de-acUcar, Barraco; Sylvestre; Engelmann (2011) através do
primeiro relato de criopreservacdo utilizando droplet vitrification, verificaram
que apices de duas cultivares (H70-144 do Hawaii e CP68-1026 dos EUA)
apresentaram  tolerdncia relativamente alta para duas solugdes de
criopreservacdo, PVS2 e PVS3. Contudo, a sobrevivéncia dos explantes apos o
congelamento foi baixa, atingindo taxas maximas de 20 a 37%, respectivamente.
Juntamente com os resultados aqui encontrados, torna-se claro a necessidade de
estudos adicionais com a espécie.

Vale ressaltar que as percentagens de sobrevivéncia e regeneragdo
variam de acordo com as diferentes cultivares, mesmo quando se utiliza o
mesmo método de criopreservacao (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; CHEN
etal., 2011).

Além da viabilidade apds os tratamentos, na criopreservacdo de
germoplasma também € importante que 0s meristemas ou apices sejam capazes
de produzir plantas idénticas a planta doadora (CHEN et al., 2011). Neste
trabalho, a regeneracdo ocorreu de forma direta, ou seja, sem a fase
intermediaria de calos, que muitas vezes é indesejavel por causar instabilidade
genética dos regenerantes. Além disso, as plantas desenvolvidas eram

fenotipicamente normais e idénticas as doadoras (Figura 3).
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Figura 3 Resposta dos &pices caulinares de cana-de-agucar ap6s a criopreservagao por
meio da técnica de droplet vitrification. A: apice caulinar apos a extracdo de
plantas in vitro; B: Regeneracdo dos apices em meio de MS suplementado com
0,2 mg L' BAP e 0,1 mg L™ cinetina & aproximadamente 25 dias apés a
imers&o no nitrogénio liquido; C: Desenvolvimento dos brotos in vitro, 40 dias
apods a criopreservacdo. (Barras A=1mm; Be C=0,5cm)

Com relacdo aos parametros de crescimento das plantas criopreservadas,
notou-se aos quarenta dias de cultivo uma menor taxa de formacdo de brotos
secundarios e menor comprimento dos brotos, média de 0,7 cm (Tabela 5).
Provavelmente, esse menor crescimento deve-se ao fato de que a regeneracdo
dos apices apos a imersdo em NL foi tardia, aproximadamente sete dias depois
que os explantes dos tratamentos controle (-NL). Os resultados encontrados nao
diferenciaram entre os dois tempos de exposicao.

Apesar da taxa de sobrevivéncia de 20% dos apices caulinares de cana-
de-acucar criopreservados por droplet vitrification ndo ter sido totalmente
satisfatoria, este trabalho representa um passo inicial e potencial para a
conservacdo em longo prazo do germoplasma da espécie no Brasil,
principalmente pelo fato de ndo existirem, até no momento, trabalhos de

criopreservacao envolvendo variedades brasileiras de cana-de-agucar.
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4 CONCLUSOES

e A combinacdo do sorbitol com o é&cido abscisico e a temperatura
reduzida prejudica a sobrevivéncia dos brotos durante a conservacao in
vitro de variedades de cana-de-agucar.

e Variedades de cana-de-agucar podem ser armazenadas a 18 °C, em meio
contendo metade das concentragdes salinas de MS e 30 g L™ de sorbitol,
desde que a estabilidade genémica das plantas seja monitorada
periodicamente a partir do sexto més de conservacao.

e A recuperagdo do crescimento dos brotos de cana-de-agucar, apés o
periodo de conservacdo, € rapida e a capacidade de multiplicacdo
recuperada a partir do segundo subcultivo.

e A regeneracdo de 20% dos &pices ap0s o congelamento em nitrogénio
liquido (-196 °C) representa o primeiro protocolo de criopreservagdo
com sobrevivéncia dos explantes para uma variedade brasileira de cana-
de-aclcar.

e A criopreservacdo de apices caulinares de cana-de-agucar, variedade SP
716949, por meio da técnica de droplet vitrification € promissora e
demonstra a capacidade de conservacdo de germoplasma da espécie a

partir de estudos adicionais e otimizacdo de etapas.
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