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EFEITO DA NUTRIÇÃO NITROGENADA NO CRESCIMENTO E DIFERENCIA 

ÇÃO DE CALOS DE CANA-DE-AÇÚCAR (Saccharum spp., variedade 

IAC 48-65). 

RESUMO 

Christina H. R. de Paiva Gonçalves 

Prof. Dr. Otto Jesu Crocomo 

Orientador 

Calos de cana-de-açúcar obtidos a partir de 

explantes da variedade IAC 48-65, foram cultivados em meio 

de cultura contendo concentrações crescentes de nitrogênio 

inorgânico e razão amônia/nitrato, no qual a concentração 

de amônia foi mantida, enquanto que a concentração de ni

trato foi aumentada gradativamente. 

Nos calos de cana-de-açúcar cultivados em 

meio de cultura contendo entre 50mM e 65mM de nitrogênio 

inorgânico e razão amônia/nitrato prõxima de 1 :2, observo� 

-se um maior desenvolvimento de primõrdios foliares e par

te aêrea. O crescimento, em termos de peso fresco, também

foi maior nestes meios de cultura.

Os calos em processo de diferenciação nao di 

feriram dos calos nos quais este processo não ocorreu,qua� 

to ã matéria seca, materia fresca /matéria seca x 100 e n1 

veis de prote1na celular. 

São discutidas as variações nos teores celu-

lares de nitrogênio soHível, amônia, açucares solúveis e 
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açucares solúveis totais e a correlação destes com a capacl 

dade morfogenêtica de calos de cana-de-açücar. 
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EFFECT OF NITROGEN NUTRITION IN GROWTH ANO DIFFERENTIATION 

OF SUGARCANE {Saccharum spp., var. IAC 48-65) CALLI 

SUMMARY 

Christina H. R. de Paiva Gonçalves 

Prof. Dr. Otto Jesu Crocomo 

Advisor 

·sugarcane calli were obtained from a

brazilian commercial variety, IAC 48-65. The calli were 

cultivated in a basic medium containing different 

concentration of inorganic nitrogen. The amonium/nitrate 

ratios were different in each medium. 

The sugarcane calli grown in medium 

containing between 50mM and 65mM of inorganic nitrogen and 

an amonium/nitrate ratio around 1 :2 presented shoot

-forming capacity. The growth of shoot forming calli was 

higher in these media. 

Shoot forming calli did not differ from 

non shoot forming calli in dry matter, dry matter/fresh 

matter x 100 and in protein levels. 

The variations in the cellular level of 

soluble nitrogen, amonium, soluble sugars and total 

so1ub1e sugars and it's correlation with the morphogenetic 

process are discussed. 
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1. INTRODUÇÃO

A cultura de células, tecidos e orgaos de 

plantas é
1 

uma técnica que explora a totipotência de células 

vegetais. A possibilidade de se obter uma plântula comple-

ta a partir de uma unica célula em meio de cultura, foi de 

monstrada pela primeira vez por BRAUN, em 1959. 

O fenômeno da totipotência permite o cultivo 

de células yegetais não diferenciadas e a sua diferencia

ção em plântula completa, através da alteração dos compo

nentes do meio de cultura. Assim, esta técnica tornou-se u 

ma poderosa ferramenta no estudo das exigências nutricio

nais, do metabolismo e da fisiologia de células vegetais. 

Alêm de ser um sistema excelente para o est� 

do dos fenômenos de morfogênese e diferenciação, o cultivo 

de células vegetais in vitro tem um potencial muito grande 

do ponto de vista aplicado, como a obtenção e extração de 

produtos do metabolismo secundãrio de determinadas culturas, 
e a manipulação genética do genoma, visando o melhoramento. 

Na area de melhoramento de plantas,as formas 

de abordagem sao amplas, envolvendo a simples exploração 

da variabilidade genética natural presente na planta doadQ 

ra, exposição de células não diferenciadas a agentes muta

gênicos e seleção de células in vitro através de cultivo 
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em meio contendo agentes agressivos como herbicidas, toxi

nas de patÕgenos, etc. (CROCOMO e OCHOA ALEJO, 1983 e CHA

LEFF, 1983). Além disso, podem ser utilizadas técnicas so

fisticadàs, como fusão de protop1astos e introdução de ma

terial genético "estranho" (cloroplastos, mitocôndrias, 

plasmideos). (BARTON e BRILL, 1983, SHEPARD ct a?.i'.z', 1980 e 
SHEPARD et alii, 1983). 

Para que estas técnicas atinjam o objetivo U 

nal, ou seja, uma planta geneticamente superior a planta 

doadora, é necessãrio que as -células vegetais não diferen

ciadas apresentem capacidade de regenerar plantas intactas, 

com alto rendimento. Este processo de regeneração de parte 

aérea e raízes, além de envolver um equilíbrio na concent� 

ção dos fitohqrmônios, requer uma dosagem ideal dos nutri

entes presentes no meio de cultura. Dos nutrientes necessf, 

rios para dar início e manter o processo de diferenciação, 

o nitrogênio inorgânico parece ter um papel fundamental, 

tanto na síntese proteica como na síntese de hormônios es

pecíficos. 

O cultivo in vitro de células de cana-de-aç_[ 

car originadas de explantes obtidos de variedades comer

ciais utilizadas no Brasil, como IAC 48-65, NA 56-79 e 

CB 41-76, permitiu algumas observações quanto ã influência 

do genoma e do meio de cultura na capacidade de regeneraçao 

de parte aérea. Calos de IAC 48-65 apresentam capacidade 

organogênica alta, mesmo apôs seguidas transferências em 

meio indutor de calos (MC). Calos obtidos a partir de ex
plantes da variedade NA 56-79 apresentam redução no nümero 

de plântulas por calos e na frequência de regeneraçao,qua� 
do transferidas mais de uma vez para meio contendo ãcido 

2,4 diclorofenoxiacético (2,4D). Os calos obtidos de expla� 

tes de variedade CB 41-76 sô podem ser transferidos uma ü

nica vez, jã que perdem totalmente a capacidade organogenf 

tica se expostos por mais de 30 dias ao 2,4D. A presença 

de plântulas albinas pode, por sua vez, indicar a sensibi

lidade destas variedades ã ação mutagênica da auxina sinté 
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tica (tabela l - Dados nao publicados, Seção de Bioquimica 

de Plantas, CENA, Piracicaba, SP e Planalsucar, Araras, SP 

1981). 

A otimização na obtenção de plântulas de ca-
-

na de açucar in vitro e a possibilidade de se desenvo lver 

um meio de cultura que permitisse transferências seguidas 

de células, sem que estas perdessem a capacidade de regen� 

rar plântulas, é um dos objetivos fundamentais a serem atin 

gidos em projetos que envolvem o melhoram�nto através des

ta técnica. Neste sentido, iniciou-se um estudo sobre a i� 

fluência de diferentes níveis de nitrogênio inorgânico e da 

razao amônio/nitrato no crescimento e na diferenciação 

celular de calos de cana-de-açúcar. 



T
ab

e
la

 
1.

 
In

f
l

uê
n

c
i

a 
d

o 
Te

m
p

o 
d

e
 C

ul
t

i
v

o
 

e
m 

M
e

i
o 

In
d

ut
or

 
d

e
 C

a
l

o
s

 
(M

C
) 

n
a

 
c

ap
a

c
i

d
a

d
e

 

Or
g

an
og

ên
i

c
a 

d
e

 
C

él
ul

as
 

Nã
o 

Di
f

e
r

e
n

c
i

ad
as

 d
e 

Tr
ês

 
Va

r
i

e
d

a
d

e
s

 d
e

 C
an

a-
d

e
-

aç
Q

 
c

a
r

 
(C

EN
A

 
e 

Pl
a

n
a

l
s

u
c

a
r

, 
1

9
8

1
, 

Da
d

o
s

 n
ã

o
 

Pu
b

li
c

a
d

os
) 

Va
r

i
e

d
a

d
e

 
Tr

an
s

f
er

ên
c

i
as

 
NQ

 
d

e
 

c
al

os
 

% 
d

e
 

c
al

 o
s

 
c

om
 

M
e

d
i

a 
d

e 
p

l
ân

t
ul

as
 

% 
d

e
 

f
r

as
c

os
 

p
a

r
a

 
MC

ª
t

r
an

s
f

er
i

 d
os

 
r

e
g

e
n

e
r

aç
ã

o 
d

e
 

p
o

r
 c

al
os

 
c

om
 p

la
n

t
as

 

p
ar

t
e

 
aé

r
e

a 
(t

o
uc

e
i

r
a

) 
al

bi
n

as
 

C
B 

4
1-

7
6

 
1 

X
 

12
5 

4
6

 
2

, 
5 

6
0 

NA
 

56
-

7
9 

1 
X

3
1 

2
3

 
3

,6
 

3
,2

 

NA
 

56
-

7
9 

2
x
 
-

3
x
 

1 7
8 

l
4

l
, 6

1 6
 

IA
C

 4
8

-
6

5 
2

x
 

8
7

 
6

1 
6

 , 
l 

2
6

 

a 
MC

 
= 

me
i

o 
i

n
d

ut
or

 d
e

 
c

al
os

 
c

on
t

en
d

o 
ãc

i
d

o 
2

,4
 

d
i

c
l

or
of

en
ox

i
a

c
ét

i
c

o 

o
 

.i::,,
 



05 

2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1. Nitrogênio no metabolismo de plantas

A utilização de compostos nitrogenados inorgi 

nicos (ou orgânicos) na sintese de compostos orgânicos como 

aminoãcidos, proteinas, purinas, pirimidinas, entre outros, 

é uma característica essencial do metabolismo de plantas 

(DOUGALL, 1980). 

O nitrogênio pode ser retirado das fontes m ais 

distintas, como o nitrogênio atmosférico (fixação biológica 

através de microrganismos simbiontes) ou através da absor

ção de formas inorgânicas presentes no solo. As formas de 

nitrogênio mais utilizadas são o nitrato e o amônia. (HAY

NES e GOH, 1978). Estes são assimilados através de vias me

tabólicas distintas. 

O nitrato deve ser reduzido a amônia, antes 

que o nitrogênio seja incorporado a moléculas orgânicas. As 

reações de redução são catalizadas pelas enzimas nitrato r� 

dutase e nitrito redutase (fig. 1), (BEEVERS e HAGEMAN,1969) 

envolvendo gasto de energia que é fornecida por doadores de 

eletrons e protons (NADH e NADPH, ferredoxina reduzida) e 
ATP, supridos pela respiração e fotossíntese. 



FOTOSSTNTESE-----f',CARBOIDRATOS 

p O O ER .----------------
R e s p i r a to

REDUTOR � Esqueletos 

a b 
No;.--------0N0

2
---------o NH: 

ferredoxina 

carbônicos 

N�AD 
� 

NADPH NADP 
ATPAÔP 

a) nitrato redutase
b) nitrito redutase

Figura l - Assimilação de NO�

06 

Em geral ,a atividade de nitrato redutase de 
organismos e alta na presença de nitrito e baixa, quando o 
nutriente for amônio. O padrão de atividade de nitrito re
dutase e semelhante. O efeito antagônico do amônio ou de 
algum produto do metabolismo de amônio no metabolismo de 
nitrato e evidente em muitos organismos (GUERRERO et alii, 
1981). Observou-se, com raras exceções, que a absorção de 
nitrato de soluções contendo nitrato e amônio ocorre ape
nas depois que todo o amônio foi absorvido (BAYLEY et ali� 
l 9 7 2 , M I N O T T I e t a li i , l 9 6 9 , S H E N , l 9 6 9 , MO H A N T e F L E T C H E R,
1976). A maioria dos autores acredita que, independente da
i na ti v a ç ão o u r e p r e s s ão d a · n i t r a to r e d u t a s e em e s t ã g i o ma i s
avançado do processo, a presença de amônio provocaria a i
nibição na absorção de nitrato do meio ( LEA e MIFLIN,1979
citados por Guerrero, 1981). A absorção de nitrato pode
ser um fator importante na regulação da utilização de ni
trato, determinando a velocidade do processo mesmo quando
os n1veis de nitrato redutase não foram afetados. A lem dis
to, sob condições normais, a velocidade de redução do ni-
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trato in vivo seria função da velocidade de absorção do 
nitrato, ao invés de estar relacionado ã quantidade de ni
trato reduiase presente no tecido ou célula (CHANTAROTWONG 
e t a -Z:i i , l 9 7 6 ) . Em p l antas s u per i ores , nas q u a i s a redução 
de nitrato ocorre predominantemente nas folhas, haveria um 
controle do processo através da sintese de malato nas fo
lhas que, apôs translocação, inibiria a absorção de nitra
to pelas raizes. (PATE, 1980). 

O amônio proveniente da redução de nitrato ou 
da absorção do meio ambiente, é assimilado pelas plantas 
por duas vias metabólicas e incorporado a esqueletos carb� 
nices, formando amidas e aminoácidos. (CROCOMO, 1979). 

A aminação redutiva de a-cetoglutarato, cat� 
lizada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH), (fig. 2) 
foi por muitos anos considerada a principal via de assimi
lação de amônia. (LEA e MIFLIN, 1974). 

GDH 
a-cetoglutarato + NH!--

�
--------' glutamato 

NAD.(P)H NAPD(P) 

Figura 2 - Via glutamato desidrogenase 

Constatou-se, entretanto, que esta via pred� 
mina em alguns organismos como Candida utilis (FOLKES e 
SIMS, 1974) ou em organismos submetidos a meio contendo a
mônio em excesso. Na maioria dos organismos, inclusive em 
plantas superiores, o principal mecanismo de assimilação de 
nitrogênio amoniacal envolve as enzimas glutamina sinteta
se (GS) e glutamato sintase (GOGAT). O glutamato seria o 
primeiro aceptor da molécula de nitrogênio. A seguir,a gl� 
tamina resultante desta reação perderia o nitrogênio, que 
seria incorporado ã a-cetoglutarato através da catálise e� 
zimãti ca de GOGAT-ferredoxi na dependente. Pela ação de tra� 
saminases, o nitrogênio seria incorporado ã a -cetoãcidos,o 



riginando aminoãcidos (MIFLIN e LEA, 1976). 

AT P ADP 
+ �

glutamat
�

lutamina 

GOGAT 
(ferredoxina) 

glutamato a-cetoglutarato

� 

transaminases 
a-cetoãcidos a-aminoãcidos
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Figura 3 - Via GS/GOGAT (adaptado de LEA e MIFLIN, 
1976) 

E m  Klebsiella aerogenes, a atividade das enzimas GS/GOGAT 
aumenta na presença de baixos níveis de amônia; ao contrã
rio, a enzima GDH e mais ativa quando o amônia estã prese� 
te em altas concentrações (MEE RS et alii, 1970). 

Da mesma forma, em plantas superiores, como 
soja, os níveis de GDH - NAD dependente são maiores na pr� 
sença de nitrogênio amoniacal do que em meio contendo ni
trato, enquanto que o inverso ocorre com GDH - NADP depen
dente e GS. (WEISSMAN, 1972). O mesmo fenômeno foi observa 
do em raízes de girassol e de arroz (KANAMORI et; oz.ii., 1972). 

Os níveis de GS em células da planta aquáti
ca Lemna gibba parecem ser dependentes do nível do pool i� 
terno de gl �tami na. A variação nas atividades de GS e GDH 
são inversas e as alterações nos níveis da GOGAT são inde
pendentes das variações das outras enzimas (RHODES  et alii,

1976). 
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A influência dos niveis e da forma de nitro

gênio inorgânico no crescimento e diferenciação de células 

vegetais foi constatada por diversos autores (GAMBORG,1970; 

WETHERELL e DOUGALL, 1976; GAMBORG e SHYLUK, 1970, HALPE-

RIN e WETHERELL, 1965). Existem grandes diferenças neste 

aspecto, tanto quanto ã forma de nitrogênio inorgânico utl 

1izada como quanto ã concentração deste no meio, para cél� 

las de diferentes culturas. As células de tabaco, cenoura, 

tomate, soja e trigo apresentam capacidade de crescimento 

em meio contendo nitrato como Ünica fonte de nitrogênio 

{DOUGALL, 1980). Enquanto que células de outras culturas , 

como cana-de-açúcar (HEINZ et alii, 1977), arroz (YATAZAWA 

e FURUHASHI, 1968), entre outras, nao crescem ou crescem 

muito mal em meio contendo apenas nitrogênio nítrico na 

composição do meio de cultura. 

Em geral, as células vegetais apresentam um 

crescimento considerado Õtimo em meio contendo amônio e ni 

trato, sendo que a concentração ideal de nitrogênio total 

varia de cultura para cultura. 

GAMBORG (1970), estudando células de soja em 

cultura líquida, observou que a concentração e as quantid� 

des relativas de amônia e nitrato podem ser fatores críti

cos para o crescimento e morfogênese destas, concluindo que 

hã uma grande influência do amônio na utilização de nitra

to e que isto se reflete na taxa de crescimento celular. 

Por outro lado, o crescimento de soja em meio contendo ap� 

nas amônio é lento, sendo inibitório em concentrações mui

to altas (GAMBORG e SHYLUK, 1970). BAYLEY et alii (1972a , 

1972b) demonstraram que as células de soja, em cultura lí

quida, sõ utilizam nitrato na presença de amônia (na forma 

orgânica ou inorgânica). A sintese proteica atingiu níveis 

mãximos nas primeiras horas de incubação e observou-se a 

sintese de um fator que eliminava o requerimento de nitro

gênio reduzi�o, sugerindo que o amônio poderia ter sido u

tilizado na sintese de purinas, inclusive de citocininas , 
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ativando o crescimento celular. 

O efeito do nitrogênio na embriogenese de Ycf 
lulas de cenouras foi estudada por WETHERELL e DOUGALL(1976). 

Estes autores observaram que o crescimento das cêlulas foi 

muito pobre em meio contendo diversas concentrações de ni

trato de potãssio (entre 5mM e 95mM) e um índice de embriQ 

gênese muito baixo. A adição de cloreto de amônio ao meio 

de cultura contendo nitrato aumentou o índice de embriogê

nese das cêl ulas de cenoura, sendo que a concentração ideal 

foi de lOmM de cloreto de amônia e 12 a 40mM de nitrato de 

potãssio. 

Diferentes fontes de nitrogênio foram estud� 

das quanto ao efeito no crescimento de calos de arroz. O 

crescimento dos calos foi semelhante em meio contendo sais 

de nitrato (de potãssio ou sõdio) ou sulfato de amônia. A 

necrose observada em meio contendo sais de nitrato foi ex

plicada como sendo causada por acumulo de nitrito em con

centrações acima de 50ppm, enquanto que o meio contendo 

sais de sulfato de amônio apresentou pH muito ãcido.O efei 

to de nitrato de amônia e citrato de amônio no crescimento 

de calos de arroz foi semelhante e estes foram melhores do 

que os sais de nitrato e sulfato de amônia (YATASAWA e FU

RUHASHI, 1968). 

Tecidos de cana-de-açúcar tem sido cultiva

dos in vitro desde 1960 (NICKELL, 1964). A partir de então, 

a compos1çao do meio de cultura e variações nutricionais e 

hormonais que permitissem um bom crescimento da massa cel� 

lar não diferenciada (calos) e indução de formação de par

te a�rea e de raízes, vêm sendo estudadas por diversos au

tores (BARBA e NICKELL, 1969, HEINZ e MEE, 1969 e SCHENK e 

HILDEBRANDT, 1972). Plântulas de cana-de-açucar obtidas a 

partir de explantes de variedades comerciais ou clones,cul 

tivados em meios que apresentavam modificações quanto a nI 

veis e composições hormonais e teores nutricionais, foram 

descritos em Taiwan (LIU e CHEN, 1974, 1976), Fiji (KRISH-
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NAMURTHI e TLASKAL, 1976), Austrália (LARKIN, 1981) e Bra

sil (CROCOMO et alii, 1979). 

Em cana-de-açúcar, HEINZ et alii (1977) obse! 

varam que as células crescem mal em meio contendo amônio e 

não crescem na presença de nitrato, como unica fonte de ni-

trogênio inorgânico. Este fato também foi constatado por 

CHEN e LIU (1982), que demonstraram um consumo inicial do 

amônio presente no ineio. O nitrato só começa a ser utilizado 

gradualmente apôs 2 dias de incubação e mais de 58% do ni

trato presente no meio não foi utilizado atê a fase estacio 

nãria de crescimento. O pH caiu para 3,8 nos dois primeiros 

dias e aumentou gradualmente atê atingir 5,6 na fase esta

cionãria do ciclo celular. 

No meio de WHITE (1963), que contêm baixos nf 

veis de nitrogênio inorgânico na forma de NOi (3,2mM de N), 

suplementado com extrato de leveduras, as células de cana

de-açucar crescem melhor do que no meio de MURASHIGE e SKOOG 

(1962) e que contêm 60mM de nitrogênio inorgânico nas for

mas de sais de amônio e nitrato (amônio/nitrato 1 :2). No en 

tanto, se as células forem mantidas em meio de WHITE por um 

tempo muito prolongado, perderão a capacidade de regenerar 

plântulas. Este fenômeno não ê observado em células de cana 

-de-açúcar cultivadas em meio de MURASHIGE e SKOOG no mesmo

perfodo. Células cultivadas por perfodos muito longos no

meio de WHITE e no meio de MURASHIGE e SKOOG (mais de um a

no), perdem totalmente a capacidade de regeneração de plân

tulas (BARBA e NICKELL, 1969, HEINZ et alii, 1977).

O nitrogênio orgânico tem um papel importante 

no crescimento de células de cana-de-açucar. Alguns aminoã

cidos como arginina, âcido aspãrtico e ãcido glutâmico,qua� 

do adicionados ao meio de cultura, estimulam o crescimento 

celular (NICKELL e MARETZKI, 1969, HEINZ et alii, 1977). 

O efeito da arginina no crescimento de cêlu-
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las de cana-de-açúcar foi estudado em detalhes, pois foi ob 
servado um aumento significativo tanto no crescimento das 
células cultivadas in vitro (NICKELL e MARETZKI, 1969), como 
em plantas intactas (NICKELL e KORTSCHAK, 1964). 

GLENN ( 1981) estudou o efeito da arginina no 
crescimento e no metabolismo de células de cana-de-açúcar 
em fase estacionãria e em células em divisão. Este autor ob 
servou que este aminoãcido é importante para células que jã 
atingiram a fase estacionãria e que é rapidamente metaboli
zado em células na fase de divisão celular. 

A suplementação do meio de cultura com mistu
ras complexas contendo todos os aminoãcidos, como extrato 
de leveduras, malte e ãgua de côco, tem influência no cres
cimento, sendo que o extrato de levedura é muito superior ao 
malte (NICKELL e MARETZKI; 1969) e é equivalente ao meio de 
MURASHIGE e SKOOG suplementado com 60mg/t de arginina (LIU 
e CHEN, 1973). Ainda segundo LIU e CHEN (1973), o extrato 
de leveduras é apenas necessãrio quando se utiliza meio con 
tendo baixos níveis de nitrogênio inorgânico, como o meio 
de WHITE. 

Os efeitos da concentração total de nitrogê -
nio e da razão NHt;No; na indução de parte aérea em calos 
de cana-de-açúcar, foram estudados por LARKIN (1981). Neste 
experimento, células de cana-de-açúcar em meio de cultura 
contendo apenas sais de amônio, alta razão amônia/nitrato , 
ou níveis baixos de nitrogênio inorgânico total (menos de 
20mM) apresentaram pequena capacidade para regeneração de 
parte aérea. Em meio contendo a razão NH°t/N0-3 baixa e níveis 
de nitrogênio inorgânico total acima de 20mM, 
grande numero de primórdios foliares. 

observou-se 

MALFATTI et alii (1983), estudando a diferen
ciação de raízes e caules em calos de Nicotiana tabacum cv. 
xanthi, observaram que diferentes aminas foram sintetizadas 
nos meios que induziam formação de caule (contendo ãcido in 
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dol acético e citocinina) e formação de raiz (contendo ãci

do indol acético). No meio contendo citocinina, os calos a

presentaram apenas 2 aminas: putrescina e fenetilamina. No 

meio contendo ãcido indol acêtico havia grandes quantidades 

de asparagina, glutamina, prolina, ãcido glutâmico e histi

dina e uma amina aromãtica, tiramina. Estes autores demons

traram que o aumento de aminoãcidos foi induzido por nutri

entes do meio de cultura nos primeiros dias de cultivo e 

que o ac�mulo de aminas foi transit5rio, havendo diminuição 

destas ap5s o desenvolvimento dos orgãos. 
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo de p lantas de cana-de-açúcar 

Toletes de cana-de-açúcar da variedade comer

cial IAC 4 8-65, com 10 meses de idade, foram plantados em vermj_ 

culita esterilizada (autoclavada a l20
°

C, l atm por l hora) e germina

dos em sala de crescimento a 28°C, fotoperTodo de 12 horas (lâmpadas 

Sylvânia GRO-LUX F-20 e lâmpadas incandescentes de 15W). O experimento 

foi realizado no Laboratõrio de Cultura de Tecidos, Estação Experimen

tal do Planalsucar, Araras, SP, no perTodo entre janeiro e maio del982 

3.2. Obtenção de explantes e calos 

Plântulas de cana-de-açúcar, com cer ca de 15 

dias de idade, foram colhidas e lavadas em solução de hip o

clorito de sõdio comer cial (Q-Boa) diluída e enxaguadas p or 

1 hora em agua corrente. 

As folhas jovens, enr oladas, foram estereliz� 

das em solução de hip oclorito de sõdio comer cial a 20% (v/v) 

sob agitação p or 30 minutos.  Todas as operações descritas a 

seguir foram realizadas em ambiente asséptico (fluxo lami

nar VECO, lâmpada UV-254nm). 

Apôs a esterilização, o material foi enxagua-

do p or 2-3 vezes em ãgua deionizada estéril e uma vez em 

cistéina 0,1%. 
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As folhas jovens, enroladas, foram cortadas 
em pedaços de l-2cm (explantes) e inoculadas em meio indu
tor de caló (massa celular não diferenciada). Apõs um mes 
em meio indutor de calo (MC), estes foram novamente transfe 
ridos para meio fresco, para multiplicação da massa celular 
necessãria para o inõculo. 

3.3. Transferência dos calos para meio contendo 
diferentes níveis de nitrogênio inorgânico 

Os calos de cana-de-açücar ob tidos em MC fo
ram transferidos, ao acaso, em pedaços de 0,5-lcm,para meio 
de cultura contendo diferentes níveis de nitrogênio inorgâ
n�co e variação na razão NHt;No; (ver item 3.4.2). 

3.4. Meios de cultura 

3.4.l. Meio indutor de calo 

A composição do meio indutor de calo (MC ) en-
contra-se na tabela 2 e se baseia no meio de MURASHIGE e 
SKOOG (1962 ), modificado (CROCOMO et 19 79).

3.4.2 . Meio contendo diferentes níveis de 
nitrogênio inorgânico 

Ao meio bãsico, em cuja composição nao havia 
formas nitrogenadas inorgânicas, foram adicionadas diferen
tes concentrações de nitrato de potãssio e nitrato de amo
nio. Desta forma, prepararam-se 11 meios que apresentavam 
variação no teor total de nitrogênio inorgânico e na razao 

.L -

NH�/N03 (tabela 3). Para cada tratamento foram feitas três repetições. 

3.5. Avaliação qualitativa do crescimento celular 

O crescimento e desenvolvimento dos calos nos di fe
rentes meios de cultura foram avaliados semanalmente. Esta 
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Tabela 2. Meio Indutor de Calo - MC (CROCOMO et alii, 1979) 

------------------------------·---------- ----------· 

Componente Concentração 
-------------------------- ... ---

Macronutrientes (mg/t) 
NH1fN0 3

KN0 3

CaCQ, 2
2 H2 0

MgS0 4 1H 2 0 
KH2P0 4

Na 2 EDTA 

FeS0 4
4H 2 0 

Micronutrientes 
H 3 B0 3 

MnS0 4 1.tH 2 0 

ZnS0 4 tiH 2 0 
KI 
N0 2 M 0 0 4

2H 2 0

CuS0 4 sH 2 0 
CoCt2

6 H 2 0

Vitaminas (mg/Q,) 
Tiamina 
Mio-inositol 

Aditivos 

(mg/ t) 

Arginina (mg/t) 
Ãgua de côco (mt) 

Hormônio 
ãcido 2,4 diclorofenoxiacético 

(2,4)(mg/t) 
sacarose (g/t) 
agar {g/t) 
pH 

1650 
1900 
440 
370 
l 70
37,3
27,8

6, 2 

22,3 
8,6 
0,83 
0,25 
0,025 

0,025 

l , O

100,0 

60,0 
100,00 

3,0 
20,0 

8 

5,8 
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Tabela 3. Razão NH
4 /N03 e Total de Nitrogênio Inorgânico 

Meio a/

nQ 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

nos Diferentes Meios de Cultura 

Razão 
+ -

NH4/N03 

l : 4, 00

1:3,00

1:2,75

1:2,50

1:2,25

1:2,00

l: 1 , 75

1 :l ,50

1:1,25

l : 1

o

Total de nitrogênio 
-

inorganico (mM) 

100 

80 

75 

70 

65 

60 

55 

50 

45 

40 

o 

a/ A compos1çao bãsica de todos os meios de cultura e

idêntica ao do meio MC. 

l 7
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avaliação consistiu na comparaçao de cada calo de um deter

minado tratamento, com padrões de calo que receberam notas 

de 1 a 5. O cãlculo de índice de crescimento (IC) foi feito 

aplicando-se a seguinte fórmula: 

soma das notas dos frascos de um tratamento 
IC = 

numero de frascos do tratamento 

e obteve-se uma nota media para cada tratamento. 

3.6. Determinação de peso fresco e peso seco 

Apõs 30 dias em meio de cultura, determinou-se o pe 
so fresco de grupos de 3 a 5 calos de um mesmo tratamento. 

Os calos foram liofilizados (liofilizador TRILAB LB 500, vi 

cuo a 10- 1 thorr, -76 ºC) por 40 horas, ate peso constante. � 

põs a determinação de peso seco, os calos foram mantidos em 

dessecador sob vãcuo. 

3. 7. Determinações bioquímicas

3.7. 1. Preparação do extrato alcoólico 

Os calos foram pulverizados em tubo de poliurf 

tano, apõs congelamento em nitrogênio líquido, e submetido ã 

extração alcoólica. Amostras de 100mg de material seco fo

ram submetidas ã extração com etanol 80% a quente, por 3 ve 

zes. O volume do extrato foi completado a lOmt com etanol a 

80%. 

3.7.2. Preparo do extrato alcalino 

O precipitado resultante da extração alcoóli

ca foi submetido ã extração com hidróxido de sõdio 1N. O vo 

lume do extrato foi completado a lOmQ., em balão volumétrico. 
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3.7.3. Proteína 

3.7.3.a. Soluções 

- reativo A:

solução l: carbonato de sódio 2% em solução

de hidróxido de sódio O,lN 

- solução 2: sulfato de cobre 0,5%

- solução 3: tartarato de sódio e potãssio 4%

O reativo A deve ser preparado no momento em que for utili

zado, na proporção 100:l :l. 

- reativo de Folin-ciocalteus 1N (Merck)

3.7.3.b. Procedimento 

A determinação de proteína foi feita de acor

do com LOWRY et alii (1951). A 0,5mi do extrato alcalino di 

luído foi adicionado 5,0mi de reativo A. A mistura foi in

cubada por 10 minutos a 25 ° C; após este tempo, adicionou-se 

0,5mi de reativo Folin- ciocalteus ln. A leitura foi feita em 

espectrofot6metro (Beckman) a 660nm, utilizando-se como pa

drão, albumina de soro bovino. 

3.7.4. Nitrogênio soluvel em álcool 

3.7.4.a. Soluções 

- solução de ninhidrina: 200 mg de ninhidrina

foram dissolvidas em 15mi de metilcelosolve (etileno monome 

til eter), 5mi de tampão acetato 4M pH5,5 e 0,5mi de ciane

to de potássio 0,01M. 

3. 7.4.b. Procedimento

O m�todo utilizado para determinação de nitro 

gênio solúvel foi descrito por KABAT e MAYER (1967). A alí

quotas de 0,2mi de extrato alcoólico diluído, adicionou-se 

O , 4 m i d e s o l u ç ão d e n i n h i d r i n a . A m i s t u r a f o i i n c u b a d a a 85 ºC 
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por 5 minutos. Apõs resfriamento, adicionou-se 2rni de eta

nol 50%. A seguir, foi feita leitura a 570nm em espectrofo

tômetro contra branco. A densidade Õtica obtida foi cornpar� 

da com curva padrão de nitrogênio, preparada utilizando-se 

glicina. 

3.7.5. Determinação de amônia 

3.7.5.a. Soluções 

solução fenõlica: 5g de fenol e 25g de ni

troprussiato de sõdio dissolvidos em 500mi de agua destila

da. 

- solução alcalina de hipocloríto de sõdio:

4,2mi de hipoclorito de sódio comercial (Q-Boa) e 2,5g de 

hidrõxido de sõdio em 500mi de ãgua destilada. 

3.7.5.b. Procedimento 

WEATHERBURN (1967) descreveu o método de qua� 

tificação de amônio utilizado. A 0,4mi de extrato alcoÕlico 

foi adicionado 2,5mQ, de solução fenôlica. Apôs agitação, a

dicionou-se 2,5mi de solução alcalina de hipoclorito de só

dio. A mistura foi incubada a 37 º C por 20 minutos. A absor

bância foi medida em espectrofotômetro a 625nm, utilizando

se como padrão, solução de sulfato de amônia. 

3.7.6. Determinação de açucares redutores totais 

solúveis em ãlcool 

3.7.6.a. Soluções e reagentes 

- solução fenõl i ca a 5%

- ãcido sulfúrico concentrado

3.7.6.b. Procedimento 

A determinação de açucares redutores totais 

{DUBOIS et alii, 1956) foi feita da seguinte forma: adicio-
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nou-se a 0,lm.Q,de extrato alcoólico diluído, 0,5m2de ãgua 

destilada. Em seguida, adicionou-se 0,5m.Q, de solução fenólj_ 

ca a 5%, com agitação e 2,5m Q., de ãcido sulfúrico concentra

do. Após incubação â temperatura ambiente por 10 minutos, a 

mistura foi agitada. A leitura foi feita apõs 10 minutos, em 

espectrofot6metro Beckman mod. 08-G a 490nm. Uma solução de 

glicose foi utilizada para a determinação de curva padrão. 

3.7.7. Determinação de açucares redutores solúveis 

em alcool 

3.7.7.a. Soluções 

- reagente de Sornogyi

- solução A: 25g de carbonato de sódio anidro,

25g de tartarato de sõdio e potãssio, 20g de bicarbonato de 

sódio e 200g de sulfato de sõdio foram dissolvidos em 1 li

tro de ãgua. 

- solução B: sulfato de cobre a 15%

O reagente de Somogyi foi preparado no momento de uso, mis

turando-se 24 volumes da solução A e l volume da solução B. 

- reagente de Nelson: 25g de molibdato de am�

nio, 21m .Q, de ácido sulfúrico concentrado e 3g de arseniato 

de sódio (Na 2A
5
0 4 7H 2 0), dissolvido em 500m Q, de água. O re� 

g e n te f o í ma n t i d o a 3 7 ° C p o r 2 4 -4 8 h o r a s , a n te s d e ser usa do . 

3.7.7.b. Procedimento 

O método descrito por NELSON (1944), para de-

terminações de açucares redutores, foi utilizado. A 0,2mt 

de extrato alcoólico, adicionou-se 0,8mt de ãgua destilada. 

A esta solução adicionou-se lm x, de reagente de Somogyi, agj_ 

tou-se e colocou-se a mistura em banho maria a 85 ° C por 10 

minutos. Os tubos foram esfriadas em agua corrente e adicio

nou-se lmx, de reagente de Nelson e 4m2 de água destilada. A 

leitura foi feita a 530nm, em espectrofot6metro Beckman.Uma 

solução de glicose foi utilizada como padrão 
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3.8. Anâlise estatística 

O delineamento estatístico foi inteiramente 

casualizado, com 3 repetições para cada tratamento. 

Foram aplicados, o teste F a níveis de proba

bilidade 5% e 1% e teste de Tuckey,a 5%, para comparação das 

m�dias, ambos com perda de parcelas. 



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Crescimento e diferenciação de calos de 

cana-de-açUcar, variedade IAC 48-65 

4.1.1. O papel dos reguladores de crescimento 

23 

A diferenciação de células vegetais pode ocor 

rer de duas maneiras: via embriogênese ou via organogênese. 

MASCARENHAS (1981) define embriogênese como sendo um pro

cesso no qual células vegetais, em meio apropriado, sofrem � 

ma sequência de divisões organizadas, dando origem a um gr� 

po de células, formando embriões som�ticos. Organ-0gênese,s� 

gundo o mesmo autor, é o resultado da interação entre auxi

nas e citocininas do meio de cultura, levando a um desenvol 

vimento organizado das células do calo, originando orgãos. 

O processo de diferenciação de células de ca

na-de-açUcar, via organog�nese, depende de muitos fatores , 

tais como a natureza e o genotipo do material doador, a com 

posição do meio de cultura e do nUmero de transferências p� 

ra novos meios de cultura (LIU e CHEN, 1974). 

HEINZ et alii (1977) observaram que a variabi

lidade genética em calos de cana-de-açUcar é alta, e que e� 

ta poderia ser devido ã variabilidade inerente ao material 

doador, como aneuploidia, poliploidia e mosaicos cromossômi 
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cos. Cêlulas de cana-de-açGcar cultivadas in vitro por seis 

anos, apresentaram alterações cromossômicas (HEINZ et alii,

1969), sendo comum a presença de mosaicos cromossômicos nes 

te tipo de material (KRISNAMURTHI e TLASKAL, 1974). 

A variação do numero de cromossomos em células 

vegetais cultivadas in vitro pode ser provocada pela ação de 

substãncias mutagênicas no meio de cultura, como o ãcido 

2,4 diclorofenoxiacêtico (2,4D). O 2,4D que ê utilizado co

mo regulador de crescimento, ê uma auxina sintética que im

pede a formação do fuso mit5tico e acredita-se que possa 

provocar desorganização cromossômica, impedindo o processo 

de diferenciação (BAYLISS, 1973, DEAMBROGIO e DALE, 1980). 

TORREY (1967) avaliou o efeito de 2,4D na 

constituição cromossômica de células de calo de Pisum sati

vum L., cultivada por oito anos em meio de cultura complexo, 

contendo extrato de leveduras. Este autor observou que,apos 

um longo per1odo de cultivo invitro, hã uma perda progressj_ 

va da capacidade morfogenêtica destes tecidos e um aumento 

de anormalirlades cromossômicas. A poliploidização observada 

nos tecidos, segundo o autor, não seria necessariamente a 

causa de perda de capacidade de organização, pois houve re

generação de rafzes tetrapl5ides. No entanto, nfveis altos 

de p1oidia e aneuploidia poderiam provocar alterações gené

ticas que impediriam o infcio ou o desenvolvimento do pro

cesso morfogenêtico. 

Por outro lado, morfogênese de calos haploi -

des e diploides de Datura inoxia foram induzidos em meio 

contendo cinetina, ap6s vãrios pr�-cultivos em meio suple

mentado com 2,4D, demonstrando-se que as diferenças na cap� 

cidade de diferenciação entre estes tecidos não foram devi

do ao nível de ploidia, mas a variações fisiol6gicas das di 

ferentes linhagens estudadas (FORSHE etalfi, 1981). 

O metabolismo de 2,40 foi estudado em dois 

sistemas: c�lulas de cenoura e c�lulas de soja. No primeiro 
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caso, sabe-se que a remoçao de 2,4D do meio, permite a em

briogênese de células de cenoura (HALPERIN, 1965), enquanto 

que as células de soja não se diferenciam, mesmo na 

eia de 2,4D. MONTAGUE et alii(l981) demonstraram que 

ausen-

as ce -

lulas de soja transformam o 2,4D em aminoâcidos, enquanto 

que nas cêl ul as de cenoura, esta auxi na permanece 1 i vre, se� 

do liberada quando as células são transferidas para meio em 

briogênico (sem 2,4D). 

Em meio de MURASHIGE e SKOOG (1962) suplemen

tado com 2,40, celulas de cana-de-açúcar, em geral, não fo_c 

mam orgãos e, ap5s algumas transferências, perdem a capaci

dade de regenerar parte aérea (LIU e CHEN, 1974). No meio 

de WHITE (1943, citado por GAUTHERET, 1955) suplementado 

com extrato de leveduras e 2,4D, as células de cana-de-açú

car perdem a totipotência em período mais curto (BARBA e NI 

CKELL, 1969}. 

Se as células de cana-de-açúcar forem transfe 

ridas para meio de cultura complexo, contendo âcido naftale 

no acético, cinetina e hidrolizado de casefna (meio indutor 

de planta, tabela 4), pode-se observar em curto período, a 

formação de pr·im5rdios foliares (CROCOMO et aUi, 1979). 

Uma das diferenças entre o meio de WHITE e o 

meio de MURASHIGE e SKOOG ê a concentração e composição do 

nitrogênio inorg�nico (tabela 5). O meio de WHITE favorece 

o crescimento e o meio de MURASHIGE e SKOOG permite a dife

renciação (BARBA e NICKELL, 1969). Assim, o efeito dos nu

trientes que compõem o meio de cultura ê um dos fatores que

interferem no processo de diferenciação de cêlulas vegetais,

juntamente com efeitos de reguladores de crescimento e do

genoma da planta (VASIL e HILDEBRANDT, 1965, REINERT e

BACKS, 1968).

4.1.2. O modelo de crescimento observado 

-

A influência da forma química e da razao amo-



Tabela 4. Composição do Meio Indutor de Parte A�rea 

(CROCOMO et alii, 1979) 

------·---------·--·-·-·· ··-·�----- -·------- ------·-------·--

Sacarose 

Tiamina 

Inositol 

Cinetína 

NAA 

Agua de côco 

Caseína hidrolisada 

Agar 

pH 

Concentração 

209/9, 

lmg/!l 

lOOmg/!l 

l mg /9✓ 

lmg/!l 

100m9,/!l 

400mg/!l 

89/9, 

5,8 

Os macronutrientes e micronutrientes são os constantes 

do meio de MURASHIGE e SKOOG (1962). 

26 
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Tabela 5. Composição de Macronutrientes e Micronutrientes 

do Meio de White (citado por GAUTHERET, 1955) e 

do Meio de Murashige  e Skoog Modificado (CROCO

MO et a Zii, 19 79). 

Componentes Meio de White Meio de MS 

mg/t mg/t 

KCt 65 

KNO 3 80 1900 

NH4N03 1650 

MgS04 7 H20 720 3 70 

Na2S04 200 

NaH2P04H20 165 

KH2P04 1 70 

Ca(NQ3)2
4H20 300 

CaCt22H20 440 

Na2E DTA 37,3 

Fe2 (S04)3 2 , 5 

FeS04 7 H20 27,8 

MnSQ4
4H20 7 22,3 

KI O, 75 0,83 

CuS04 5 H20 0,001 

Mo03 0,0001 

ZnS041H20 3 

H3803 l , 5 6,2 

Na2Mo04
2H20 0,25 

CoC9-2
6 H20 0,025 

ZnS044H20 8,6 
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nio/nitrato na diferenciação de células de cana-de-açucar , 

variedade IAC 48-65, pode ser observada na figura 4. Níveis 

intermediários de nitrogênio inorgânico total (entre 55mM e 
. 

- + -

65mM) e relaçao NH1+ :NQ3 entre l :l,75 e l :2,25, permitiram a 

formação de folhas vigorosas e em grande numero, mesmo em 

meio contendo 2,4D, ou seja, meio não formador de orgãos.Em 

calos crescidos em meio de cultura contendo acima de 70mM 

de nitrogênio inorgânico e altas concentrações de nitrato 

com relação aos níveis de amônio,. não foram observados pri

mõrdios foliares. Excesso de nitrogênio (lOOmM) provocou 

crescimento lento e necrose do tecido, abaixo de 50mM de ni

trogênio inorgânico e razao amônio/nitrato entre l :l ,50 e 

l :l; observou-se apenas pequeno numero de primórdios folia

res e um desenvolvimento mais lento (ver detalhes no apênd�

ce, figuras I .a XI).

Estes resultados estão de acordo com aqueles 

...Q.bservados por LARKIN (1981) em calos de cana-de-açucar e 

por REINERT et alii(l967) e WETHERELL e DOUGALL (1976), em 

estudos de embriogênese de células de cenoura. Apõs adição 

de nitrato ao meio contendo apenas amônia, observou-se que 

uma suspensao de células de fumo apresentava alteração de 

cor, passando de amarelo para verde e um crescimento maior. 

(YOSHIDA e KOHNO, 1982). 

Para evitar a interferência de diferentesions 

no crescimento e diferenciação dos calos de cana-de-açucar, 

utilizou-se, no presente trabalho, apenas duas fontes de a

mônia e nitrato: nitrato de amônia e nitrato de potássio. 

O efeito provocado pelos sais de amônio dos f 

cidos provenientes do ciclo de Krebs no crescimento de cel� 

las de soja (GAMBORG e SHYLUK, 1970) e de outros sais como 

nitrato de sõdio, sulfato de potássio, citrato de amônio e 

outras fontes de nitrogênio orgânico, no crescimento de ca

los de arroz �ATASAWA e FURUHASHI, 1968), são evidentes. R� 

GHAVAN e TORREY (1964) mostraram os efeitos de diferentes 
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Figura 4. Influência de diferentes concentrações de 

nitrogênio e da razão am6nio/nitrato em 

celulas de calos de cana-de-açúcar 

(var. IAC 48-65) 
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Legenda: concentração de nitrogênio inorganico no meio 

1 - lOOmM; 2- 80mM; 3- 75mM; 4- 70mM; 

5- 65mM; 6- 60mM; 7- 55mM; 8- 50mM;

9- 45mM; 10- 40mM; l l - controle sem

nitrogênio inorgânico.

Ver descrição dos calos no apêndice. 
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formas de nitrogênio inorgânico no desenvolvimento e cresci 

mento de plântulas de orquideas. O efeito de sais de amônia 

como sulfato, cloreto, monofostato, acetato e oxalato foi 

semelhante ao efeito positivo de nitrato de amônio, enquan
to que nitrato de potãssio, nitrato de sõdio, nitrato de 

cãlcio, nitrito de potãssio e nitrito de sódio, inibiram o 

crescimento das plântulas. 

O crescimento dos calos pode ser avaliado a

través do índice de crescimento (IC) (tabela 6). A figura 

5 mostra o índice de crescimento mêdio obtido apôs avalia 

ções semanais. Observa-se que entre OmM e 60mM hã um aumen

to do crescimento dos calos. Entre 65 e lOOmM, este cresci

mento diminui. 

As células de cana-de-aç�car cresceram rapid! 

mente na primeira semana, como pode ser constatado na figu

ra 5. Apõs este período, ocorreu uma estabilização do cres

cimento. As células em meio de cultura, no qual a fonte de 

nitrogênio inorgânico foi suprimida, e contendo entre 40 e 

50mM de N, pararam de crescer apõs 7 dias. No período subse 

quente, o índice de crescimento caiu a níveis baixos, indi

cando que os calos, nestes meios, não acompanharam o cresci -

menta dos 

calos que 

55 e 70mM 

crescendo 

calos em meios 

foram mantidos 

de nitrogênio, 

na 4a. semana. 

que continham nitrogênio. O IC dos 

em meio de cultura contendo entre 

aumentaram até a 3a. semana, de-

Nos meios contendo entre 75 e 100mM de nitro

gênio, observou-se uma estabilização do IC apôs o 79 dia de 

cultivo. 

O aumento de matéria fresca e matéria seca a

companhou o aumento de nitrogênio no meio, nas concentrações 

entre 40mM e 60mM, decrescendo gradativamente em concentra

ç õ e s d e n i t r o g ê n i o a c i ma d e 6 O m M . O c o n t r o 1 e ( s e m n i t ro g ê n i o 

inorgânico) e o tratamento contendo excesso de nitrogênio 
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Tabela 6. Tndice de Crescimento (IC) de Calos de Cana-de

-açucar, var. IAC 48-65, Crescidos em Meios de 

Cultura Contendo Diferentes Níveis de Nitrogênio 

Inorgânico. 

-------------------------------···-· ----- ------- -- - -- · ··-·---

NQ do 

Meio 

11 

10 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

l 

Nitrogênio no 

Meio de Cultura(mM) 

o 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

70 

75 

80 

100 

Dias de Cultivo 

7 

3, 3 5· 

3,75 

4,44 

3,50 

3,78 

3, 56--

3 ,6 2 

3,35 

3,32 

2,97 

2, 9 7 

1 4 

2,78 

3,86 

3,68 

3,62 

4,00 

3,69 

3, 35 

3,34 

3 , l 7 

2,90 

2 , 9 2 

21 

1 , 85 

3, 4 7 

3,75 

3,44 

4,50 

4,47 

3,84 

3,57 

3, 21 

3,00 

2,85 

28 

l , 8 P

3,78

3,50

2 , 9 4

3,78

4,09

3,50

3,20

2,92

2 , 85

2,06

Média 

2 , 4 7 

3, 72 

3, 84 

3,34 

4,02 

3,95 

3,58 

3,37 

3, 1 6 

2,93 

2, 70 



33 

(lOOmM) apresentaram os valores mais baixos de matéria fres 
ca e matéria seca, diferindo estatisticamente do tratamento 
no qual se obteve matérias fresca e seca mais elevadas 
(60mM} (figura 6, tabela 7). 

O teor de umidade expresso como matéria seca/ 
matéria fresca x 100, não variou significativamente duran
te o processo de secagem. Entretanto, o grãfico representa
tivo do fenômeno apresenta dois picos, os quais se referem 
a células crescidas em meio sem nitrogênio e células cresci 
das em meio contendo 60mM de nitrogênio. Nestes tratamentos 
houve um pequeno aumento de matéria seca com relação ã mate 
ria fresca {figura 6, tabela 7). 

O meio de MURASHIGE e SKOOG (1962) contendo 
60mM de nitrogênio (NHt;No;.1 :2) permitiu um crescimento 
maior das células de cana-de-açucar. A importância da razão 
amônia/nitrato estã evidente, uma vez que pequenas varia
ções nos niveis de nitrato , com relação aos niveis de amô-
nio, comprometeram o crescimento celular e a organogenese 
destas células. 

CALDAS e CALDAS (1976) confirmam a influência 
+ - - ... da razao NH
4
/N0

3 
na materia fresca e no teor de prote1nas de

c a 1 o s d e r o s a d e P a u 1 S c a r l e t ( P a u l 's Se a r l e t R o s e ) . E x p e r i -
mentas realizados com outras fontes de nitrogênio reduzido, 
suplementando nitrato de potãssio, mostraram que, apesar de 
algumas formas quimicas proporcionarem um bom crescimento e 
embriogênese de células de cenoura, estas não superaram o 
c l o reto a m ô n i o (W E T H E R E L L e D O U GAL L , 1 9 7 6 ) . G ONÇA L V E S ( 1 9 7 5 ) 
observou que diferentes concentrações e razões NH:/NO�, na 
forma de NH 4 C9, e NaN0 3, no crescimento de calos de Eucalyp
tus grandis provocaram um aumento na matéria fresca. Neste e� 
perimento, não ocorreu morfogênese, provavelmente devido a 
presença de sÕdio (entre 6,5mM e 50mM de NaN0 3 ) que, nesta 
concentração, inibiu a embriogênese de células de cenoura . 
(WETHERELL e DOUGALL, 1976). 
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Figura 6. Mat�ria fresca, mat�ria seca e mat�ria seca/mat�ria 

fresca x 100 de calos de cana-de-açucar, var. IAC 

48-65, cultivados em meio de cultura contendo concen

trações crescentes de nitrog�nio inorg�nico 
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Tabela 7. Influência de Diferentes Concentrações de Nitrogê 
nio Inorgânico sob re Peso Fresco e Peso Seco de 
Calos de Cana-de-açúcar - Variedade IAC 48-65. 

Concentra 
çao de Ni 
trogênio 

(mM) 

40 
45 
50 
55 
60 
65 
70 
75 
80 

100 

* 

* 

* 

Relação 
NH!/NO; 

controle 
1 : 1 
1:1,25 
1 : l , 5 
1:1,75 
l:2,00 
1 : 2, 25 
.l:2,50 
1:2,75 
l : 3, 00
1 : 4, 00

*medias incompletas
F=

CV=
Teste de Tuckey a 5% 

l:q
!12 

/13 

Peso Fresco 
(g/calo) 

1, 2608ab

1 , 7 7 81 
2,0084 
1,8877 
2,2892b

2,4467ª . 
2,1149 
1 , 9469 
1 , 94 72 
1 , 7604 
l ,6258

Peso Seco 
{g/calo) 

0,1405ª

0,1512ª

O, 1712 
0,1469ª . 
0,1826 
0,2590ª

0,1911 
0,1569ª

0,1632ª

0,1457ª

0,1331ª

** * 

0,27671165 0,00282656 
14,82% 17,50% 

l ,0226
0,8349
0,9335

O ,O 855

O, l 04 7 
0,0956 

**  

Teste F significativo a nível de 1% 
Teste F significativo a nível de 5% 

Peso Seco x l 00 
Peso Fresco 

11, 14 
8,50 
8, 5 3 

7,85· 
8,04 

1 O, 84 
9,00 
8,07 
8,40 
8,34 
8,49 

3,2589 
1 7, 81 % 

4,64 
5,69 
5, 19 

â 1 Diferença mínima significativa entre 2 médias completas 
/1 2 Diferença mínima significativ a entre 2 médias incomple

tas. 
6 3 Diferença mínima significativa entre l media incompleta 
,\ e l media completa. 
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VELICKY e ROSE (1973) mostraram a importância 

da razao amônio/nitrato e a consequente variação do pH do 

meio, resultante do equilíbrio entre os ions que ficam no 

meio durante o crescimento de células de Ipomoea. O efeito 

do pH do meio contendo amônia e nitrato, em células de cana 

-de-açúcar em suspensão, também foi estudado por LIU e CHEN

(1982), que afirmam que uma alteração brusca do pH do meio

ocorre quando amônia (diminuição do pH) ou nitrato (eleva

ção do pH) são utilizados como unica fonte de nitrogênio,s�

gerindo que este fator poderia afetar o crescimento celula�

MARTIN et alii(l977) afirmam que o efeito do 

equilíbrio entre a razão amônia/nitrato poderia ser, em pa� 

te, a manutenção do pH dentro dos limites fisiolõgicos. Em 

meio contendo apenas amônio, células de Ipomoea mantiveram 

o crescimento quando o excesso de acidez foi neutralizado 

continuamente (pH-stat). 

Neste experimento, cultivando células em meio 

semi-sÕlido (agar}, não havia condições que permitissem o 

controle do_ pH. Presume-se, portanto, que condições ideais 

para o crescimento e diferenciação dos calos, em termos de 

pH, foram obtidas através do equilíbrio da razão amônio/ni

t rato. 

ROSE e MARTIN (1975) observaram que células 

de Ipomoea, crescidas em meio liquido, contendo amônio e ni 

trato, sem controle de pH, não sofriam um aumento na maté

ria seca a nao ser que se adicionasse sacarose ao meio. 

4.2. Alguns aspectos do metabolismo de celulas de 

cana-de-açUcar 

4.2.1. Influência de diferentes nlveis de nitrogê -

nio inorgânico e variações na razão amônia/ 

nitrato no metabolismo do nitrogênio 

Os níveis de protelna inioluvel em calos de 
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cana-de-açúcar crescidos em meios de cultura contendo varia 

çao na razao amônia/nitrato e de nitrogênio inorg�nico, fo

ram elevados (tabela 8). 

A influência de concentrações crescentes de 

nitrato e de niveis de amônia constantes na diferenciação 

de células de cana-de-açúcar, nao pode ser correlacionada 

com diferenças na concentração de proteina. As variações 

observadas nos teores proteicos de células de cana-de-açúcar 

em diferentes estãgios do processo de diferenciação celular 

(figura 7) não foram estatisticamente significativos. 

Estes resultados nao estão de acordo com aqu� 

les descritos na literatura. 

Células de calo de Paul 's Scarlet Rose apre

sentaram variação nos teores proteicos, quando diferentes 

niveis de amônia e nitrato estavam presentes no meio (CAL

DAS e CALDAS, 1976). WEISSMAN (1964) observou que plantas 

nutridas simultaneamente com amônia e nitrato, apresentam 

maiores níveis de proteína na parte aérea do que plantas nu 

tridas com apenas uma das duas formas. 

GLENN (1981 ), estudando o efeito da arginina 

no crescimento de células de cana-de-açúcar em meio líquido, 

mostrou que hã uma queda nos teores de proteína celular a

põs 2 semanas de cultivo, independente da presença ou não de 

arginina no meio. THOM et aiii (1981) mostraram que os níveis 

proteicos em células de cana-de-açúcar cultivadas em meio li 

quido apresentam-se altos apos 3 dias de incubação 

(7,3mg/100mg de matéria seca). Estas células utilizaram ini 

cialmente, os aminoãcidos presentes no meio. No trabalho ci

tado anteriormente, GLENN (1981) afirma que as células de 

cana-de-açúcar utilizam arginina exógena quando são transf� 

ridas de um meio de cultura esgotado para um novo meio de 

cultura. Na ausência de arginina, ocorre uma fase lag mais 

acentuada e, consequentemente, um crescimento mais lento. 
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OONCEN1RAÇÀü DE NITROGÊNIO INORGÂNICO NO MEIO DE QJLTURA 

Figura 7. Teores de proteina em calos de cana-de-açúcar, 

var. IAC 48-65, cultivados em meio de cultura 

contendo diferentes níveis de nitrogênio 

inorgânico 
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Tabela 8. Influência de Diferentes Concentraçoes de Nitro

gênio Inorgânico sobre o Teor de Proteínas em Ca 

los de Cana-de-açúcar, variedade IAC 48-65. 

-----------------------� ----- - . 
-- ---------

Concentração de 

nitrogênio (mM) 

o 
* 

40 
* 

45 

50 

55 
* 

60 

65 

70 

75 

80 

100 

** 

F= 0,54814003 

6. 1 5,04270694

6.2 6,17602946

63 5,63791775 

** 

Razão 
+ -

NH 1 +/NO 3 

controle 

l : l 

1:1,25 

1 : 1 , 5 

1:1,75 

1 : 2, O 

1 :2 ,25 

l : 2, 5 

1:2,75 

1 : 3 

1 : 4 

teste F significativo a nível 
* 

medi as incompletas 

6.= ver legenda tabela 7 

CV= 

de l % 

Proteína 

(mg/lOOmg m.s.) 

10,0361 

9,8576 

11,5719 

9 , 7 86 l 

8, 9 2 89 

8,7861 

9,6432 

9,0037 

10,2861 

10,6433 

9 , 5 361 
----·-- -----·--

17,34% 
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O nível protéico de células de soja e de tri

go cultivadas em meio líquido, também sofreu um incremento 

nas primeiras horas de incubação. Ao atingirem a fase esta

cionãria, estas células apresentaram uma queda de 50% no 

te o r d e p r o te í n a ( B A Y L E Y e t a Z i i, l 9 7 2 b ) . V E L I K Y e R O S E ( 19 7 3 ) 

mostraram que células Ipomoea sp. crescidas em fermentado

res, apresentam uma fase de metabolismo do nitrogênio inten 

sa (síntese proteica e divisão celular) e outra fase, na 

qual _ocorre um aumento no metabolismo de carboidratos (ma

turação), sugerindo que esta� fases poderiam ser influencia 

das independentemente, variando-se os nutrientes do meio. 

O metabolismo do nitrogênio tem um papel im

portante na diferenciação de calos de fumo. Células de ca

lo de fumo , em condições ideais para formação de parte ae

rea, apresentaram, nos primeiros 20 dias de incubação, ní

veis mais elevados de nitrogênio total, nitrogênio protêico 

e nitrogênio n1trico, e n1veis semelhantes de nitrogênio a

mínico, quando comparadas a calo da mesma linhagem, em con

dições que não p�rmitiam o inicio do processo de diferencia 

ção (HARDY e THORPE, 1981). 

Segundo THORPE (1972), os eventos bioquímicos 

que determinam a diferenciação ocorreriam muito antes do f� 

nômeno ser detetado na forma de embriões ou prim5rdios fo-

1 i ares 

Calos em diferentes estãgios de desenvolvime� 

to organogenético foram observados, em meios de cultura co� 

tendo diferentes razões amô ni a /nitrato. O início do processo or 

ganogenêtico caracteriza-se pela observação de pequenos pontos diferen

ciados pela coloracão verde ou avermelhada.Este processo teve início 12 

dias apos a inoculação das cêlulas e foi bem definido nos meios de cul

tura em que a razão amônia/nitrato estava proxima a l: 2. As cél u 

las foram colhidas 28 dias ap6s a inoculação e como mostram 

os histogramas de índice de crescimento (figura 5), jã se 

encontravam na fase estaci�nãria. E provãvel que a maioria 

dos nutrientes do meio de cultura jã estivessem esgotados. 
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Este fato poderia explicar os  niveis semelhantes de protei
na insolúvel nos calos crescidos na presença de níveis cre� 

centes de nitrogênio inorgânico, independente do estagio de 

desenvolvimento e/ou diferenciação, no qual os calos se en
contravam quando foram retirados d.o meio de cultura. 

Um estudo dinâmico, durante os primeiros dias 

de incubação de células, poderia mostrar diferenças na ab-
sorção e incorporação de nitrogênio amínico e nítrico, e 

sua influência no processo de diferenciação de células de 
cana-de-açúcar. 

Segundo BROWN e THORPE (1982), as alterações 

bioquimicas ocorridas durante a diferenciação, dar-se-iam 

em apenas a1 guns grupos de cel ul as do calo e, por este motivo, s� 

ria muito difícil detetar variações no calo como um todo. 

HICKS (1980) sugere que sejam utilizadas técnicas mais so

fisticadas, como o cultivo de células em camadas. 

Por outro lado, a constância nos níveis de 

proteína celu1ar nos calos de cana-de-açúcar, mesmo quando 

em avançado processo de diferenciação, poderia ser devido a 

um mecanismo de controle que impediria a síntese de compos

tos protéicos em excesso, mesmo quando grandes quantidades 

de compostos bâsicos são fornecidas. 

O nivel protéico de plantas intactas não apr� 

sentou alterações quando estas foram nutridas com adubos ni 

trogenados, enquanto que pode ser observado um aumento nos 
teores de nitrogênio solúvel (MENGEL e KIRBY, 1978 p.315). 

Em p1�ntas de cevada, RICHTER e DIJKSHOOKN (1975) também 

constataram um aumento de nitrogênio solúvel, enquanto que 
os níveis protéicos não sofreram variação. Em plântulas de cana 

-de-açúcar, cultivadas em nitrato, uréia ou amônio, não o

correram alterações nos niveis proteicos de parte aérea. Os
teores de nitrogênio total, nitrogênio solúvel em âlcool e

de amônio livre, apresentàram-se maiores em plântulas culti
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vadas em uréia e amônio (OCHOA-ALEJO e CROCOMO, 1981). 

As variações nos nfveis de nitrogênio solúvel 

e de amônia livre, em calos de cana-de-açucar cultivados em 

meios de cultura contendo concentrações crescentes de nitro 

gênio inorgânico, podem ser analisadas na figura 8. 

Em células de cana-de-açúcar cultivadas em 

meio que nao continha nitrogênio inorgâniço, os teores de 

nitrogênio solúvel (aminoácidos, aminas e amidas) e de amô

nia livre foram baixos e diferiram significativamente de to 

dos os tratamentos. (tabelas 9 e 10). 

O aumento de nitrogênio inorgânico no meio de 

cultura implicou em um incremento na concentração celular 

de nitrogênio solúvel. Entre 40 e 60mM de nitrogênio inorgli 

nico, foram observadas pequenas variações entre os níveis 

de nitrogênio solúvel, não significativas a 5%, pelo teste 

de Tuckey. A partir de 65mM de nitrogênio inorgânico, hã um 

aumento maior nos nfveis de nitrogênio solúvel. As células 

de cana-de-açúcar cultivadas em meio contendo 70 e 80mM de 

nitrogênio inorgânico, apresentaram os níveis de nitrogênio 

solúvel mais altos, estatisticamente diferentes dos níveis 

de nitrogênio solúvel encontrados em células cultivadas em 

45mM de nitrogênio inorgânico. Concentrações altas de nitro 

gênio inorgânico no meio de cultura (lOOmM) provocaram uma 

queda nos níveis de nitrogênio soluvel. 

Os níveis de amônia livre nas células de cana 

-de-açúcar cultivadas em meio contendo concentrações cres -

centes de nitrogênio inorgânico, não diferiram entre si .(t�

bela 10}.

Com o aumento de nitrogênio inorgânico no 
�

meio de cultura, observou-se um aumento gradativo nos n1-

veis de nitrogênio solúvel ate a concentração total de ni

trogênio inorgânico de 80mM. A variação nos níveis de amô-
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NITROGÊNIO INORGÂNICO NO MEJO DE CULTURA 

Figura 8. Variação nos n1veís de nitrogênio soluvel e 

amônio livre em calos de cana-de-açucar, var. 

IAC 48-65, cultivados em meio de cultura 

contendo diferentes nTveis de nitrogênio 

inorgânico 
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Tabela 9. Influência de Diferentes Concentrações de Nitro

gênio Inorgânico sobre os Teores de Nitrogênio 

Solúvel em Calos de Cana-de-açucar, variedade 

IAC 48-65. 

Concentração de 

nitrogênio (mM) 

o 
* 

40 
* 

45 

50 

55 
* 

60 

65 

70 

75 

80 

100 

Razão 
+ -

NHti/N03 

control.e 

l : 1

1:1,25

l : l , 5

1:1,75

l : 2, O

l :2,25

l : 2 , 5

1:2,75 

l : 3

l : 4

Nitrogênio Soluvel 
µg/lOOmg m.s. 

48,5740ª

200,5348 

149,7326
b

181,8182 

231,7290 

188,5027 

262,9231 

265,5972
b

259,3583 

274,5098
b

190,7304 
-------------------------··· · ·----··-• 

** 

teste F = 10,97283296 

Teste de Tuckey a n1vel de 5% 

6 1 1 O l , 62 80 

62 124,4683 

/:,3 113,6235 

CV= 16,71;s 

** 

teste F significativo a nível de 1% 

médias incompletas 

l1 ver legenda na Tabela 7 
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Tabela 10. Influência de Diferentes Concentrações de Nitro

gênio Inorgânico nos Teores de Amônio Livre em 

Calos de Cana-de-açúcar, variedade IAC 48-65. 

Concentração de 

nitrogênio (mM) 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

70 

75 

80 

100 

* 

* 

* 

teste F= 5,2954 
** 

Razão 
+ -

NH1+/N03 

controle 

1 : l 

1:1,25 

l : l , 5

1:1,75 

1 : 2 

1:2,25 

l : 2 , 5

1:2,75 

l : 3

l : 4

teste de Tuckey a n1vel de 5% 

6.1 76,1197 

6.2 62,1511 

f:..3 69,4872 

** 

teste F significativo a nível de 1% 

médias incompletas 

f:.. ver legenda na tabela 7 

Amônio 

µg/l0Omg m.s. 

26,9545
ª 

129,3814
ª 

92,7233
ª 

120,7577
ª 

109 ,2549
ª 

80, 86 34 

89,8481
ª 

141,6007
ª 

132,2565
ª 

102,0674
ª 

108,8960
ª 

CV= 20,03% 
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nio livre�· nos diferentes tratamentos contendo nitrogênio , 

nao foi significativa (teste de Tuckey a 5%). Estas observ� 
ções podem indicar um mecanismo de controle da síntese de 

proteínas, no qual o excesso de nitrogênio presente no meio 

seria acumulado na forma de amidas, aminas e aminoãcidos.Os 
níveis de amônio livre foram m�ntidos na faixa de 

lOOµg/mg de matéria seca, pois estes sais, na forma livre, 

são extremamente tóxicos ã planta e portanto, são imediata

mente incorporados a esqueletos carbônicos (LAWYER et alii, 

1981). 

No meio contendo lOOmM de nitrogênio inorg�nl 

co total, o nível celular de nitrogênio solúvel caiu brusca 

mente. Este fato pode ter sido provocado pela excreção de 

ions nitrito para o meio de cultura, como ocorre com célu

las de Ipomoea sp. cultivadas em condições limitantes de 

fonte.de nitrogênio reduzido e na presença de nitrato (ZINK 

e VELIKY, 1977). Neste mesmo sistema celular, constatou - se 

que hã um acumulo de compostos nitrogenados no citoplasma, 

quando hã um suprimento de nitrogênio amoniacal, em nTveis 

adequados. Se o amônia tornar-se limitante, ocorre uma alte 

ração no metabolismo e predomínio de sTntese de compostos 

não nitrogenados, mesmo quando ions nTtricos estão sendo for 

necidos. (ROSE e MARTIN, 1975). 

4.2. 2 . Influência de níveis de nitrogênio no 

metabolismo de carboidratos em calos de 

cana-de-açúcar 

O nitrog�nio assimilado pela planta, na forma 

d e i o n s d e a m ô n i o , e i n c o r p o r a d o a e s q u e l e to s c a r b ô n i c o s p r_Q 

venientes da glicolise e do ciclo de Krebs (CROCOMO, 1979). 

Na ausência de fontes de nitrogênio, ocorre 

acumulo de carboidratos, que não são utilizados na sTntese 

de aminoãcidos (EPSTEIN, 1972 p.245). 

Em células de calo de cana-de-açúcar cultiva-
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das em meio de cultura sem nitrogênio inorgânico, os teores 

de açucares solúveis e açucares redutores totais foram sig

nificativamente diferentes dos níveis encontrados em células 

cultivadas em meio de cultura contendo nitrogênio inorgâni

co (tabelas 11 e 12). 

Os níveis de açucares solúveis atingiram valo 

res baixos e permaneceram constantes, nas células de calos 

de cana-de-açúcar cultivados em meio de cultura contendo e� 

tre 40 e BOmM de nitrog�nio inorgânico e aumentaram na pre

sença de lOOmM de nitrogênio, significativamente (figura 9). 

As variações na concentração de açucares solQ 

veis totais não diferiram estatisticamente nos diferentes 

tratamentos contendo nitrogênio inorgânico (figura 9) . 

Estes baixos níveis de açucares solúveis e a 

çucares redutores totais provavelmente indicam a utilização 

de esqueletos de carbono na síntese de compostos aminados 

Este fato estã de acordo com a afirmação de THOM et alii,

( 1982 ) de que o suprimento de açucares do meio de cultura 

liquido utilizado no culLivo de células de cana-de-açúcar , 

permanece elevado durante todo o período de incubação. Estes au

tores observaram grandes aumentos de aminoâcidos solúveis 

nos primeiros três dias. Por outro lado, a s1ntese de compQ_ 

nentes estruturais da célula tem maior intensidade nos estã 

gios finais do desenvolvimento celular (ROSE e MARTIN, 1974). 

A importância do amido, açucares de reserva e 

de açucares livres na organogênese, estã provavelmente liga 

da ao fornecimento de uma fonte de energia imediata. Teci

dos em processo de diferenciação apresentam alta taxa respl 

ratõria, atividade intensa de enzimas de vias de oxidação 

de carboidratos e catabolismo de glicose C 14 e variação na 

relação NADPH/NADP+ (BROWN e THORPE, 1980). Um dos indícios 

de alta taxa respiratória seria a quebra de sacarose, para 

fornecer a demanda de açucares em células em processo de di 

ferenciação (NASH e DAVIES, 1972). 
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Figura 9. Influência de diferentes concentrações de 

nitrogênio inorgânico nos teores de açiicares 

soliiveis (AR) e açiicares soliiveis totais (ART) 
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Tabela 11. Influência de Diferentes Concentrações de Nitro
gênio Inorgânico sobre o Teor de Açucares Reduto 
res em Calos de Cana-de-açücar, variedade 
IAC 48-65. 

Concentrações de 
nitrogênio (mM) 

40 
45 
50 
55 
60 
65 
70 
75 
80 

100 

* 

* 

* 

* 

* 

teste F= 22,5757 
**

Razão 
NH!/NO; 

controle 
l : l
1:1,25
1 : 1 , 5
1 : l , 75
1 : 2
1:2,25
l : 2 , 5
1:2,75
l : 3
l : 4

teste de Tuckey a nível de 5%

61 1,7468 

62 2, l 39 8 

/;,, 3 1 , 9 5 30 
** 

nível teste significativo a 
* 

médias incompletas 
(;,, ver legenda da tabela 7 

de 

Açucares Redutores 
mg de glicose/l00mg m.s. 

·--�-------.

8,1902b

2,8391 
2,2713 
2 ,9251 
l, 7895 
2,9423 
2,4433 
2,5465 
2 , 9 39 4 
l ,9959
5,4028ª

------·---·-··------

CV= 10,035{, 

1 % 
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Tabela 12. Influência de Diferentes Concentrações de Nitro

gênio Inorgânico nos Teores de Açücares Reduto

res Totais em Calos de Cana-de-açücar, variedade 

IAC 48-65 

Concentração de 

nitrogênio (mM) 

o 

40 
* 

45 

50 

55 
* 

60 

65 

70 

75 

80 

100 

teste F= 10,7600 
** 

Razão 
+ -

NHti/N0 3 

controle 

l : l

1:1,25

1 : 1 , 5 

1:1,75 

l : 2

1:2,25 

l : 2 , 5

1:2,75

l : 3

1 : 4

teste de Tuckey a nível de 5% 

fi1 4,1379 

62 5,0678 

/:i3 4,6263 

Açucares redutores totais 

mg glicose/100rng m. s. 

14,3702
ª

6,4876 

6,6131 

5 , 385 3 

5,6923 

5, 81 80 

4, 1576 

5,8332 

6, 3899 

7 ,0874 

6,2504 

CV= 20,70% 

** 

teste F significativo a nível de 1% 

mêdias incompletas 

6 ver legenda da tabela 7 
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Na figura 9, pode-se constatar que os níveis 

de açucares solúveis totais são mais altos nas células nas 

quais o processo de diferenciação celular não ocorreu 

(lOOmM - 70mM de N inorgânico). 

Em calos onde o processo organogenetico esta

va em desenvolvimento, ocorreu uma queda nos nfveis de açu

cares redutores totais e açucares livres. Estas observações 

estão de acordo cJm observações de outros autores (THORPE e 

MEIER, 1972). 

A presença de grandes concentrações de açuca

res solúveis nos calos cultivados em meio de cultura conten 

do lOOmM de nitrogênio inorgânico, pode ser atribuida ã to

xi d e z d e i o n s n i t ri to , p r o v a v e l me n te em e x c e s s o , e m d e c orr� 

eia da alta concentração de nitrato no meio de cultura 

(80mM). 

Se g u n d o T H O M e t a Z i i ( l 9 8 2 ) , c e l u l a s e m f a s e de 

maturação apresentam cerca de 20% de sacarose armazenada. 

Dos dados da figura 6, pode-se inferir que a 

diferença entre os valores de ART (açucares redutores to

tais) e AR (açúcares redutores) represente os teores de sa

c a r o s e n a s c e l u l as d e c a n a d e a ç u c a r . E s s e s v a l o r e s e s t a ri a m 
bem abaixo dos valores de sacarose, observados por THOM et

alii (1982) indicando provavelmente, a utilização de açuca -

res na obtenção de energia ·na forma de NADP+ /NADPH necess� -

ria para o processo de diferenciação. 
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5. CONCLUSÕES

O presente trabalho permitiu as seguintes con 
clusões: 

- a variação do nfvel de nitrogênio inorgâni
co total e da razão amônio/nitrato tem influência no proce� 
so organogenetico de células de calo de cana-de-açucar, va
riedade IAC 48-65; 

- os calos de cana-de-açucar cultivados em 
meio de cultura contendo 60mM de nitrogênio inorg�nico 
(20mM NH!/40mM NO;) apresentaram maior peso fresco; 

- a capacidade de diferenciação celular em ca
los de cana-de-açucar pode ser observada em meios de cultu
ra contendo entre 50mM e 65mM de nitrogênio inorgânico to
tal e razao amônio/nitrato prõxima de 1 :2; 

- os calos em processo de diferenciação nao
diferiram de calos em processo de crescimento, quanto ã ma
teria seca, matéria fresca/materia seca x 100 e nfveis de 
prote1na celular; 

- um aumento nos nfveis de nitrogênio soluvel
celular foi observado com o aumento de nitrogênio inorgâni
co no meio. A concentração celular de amônio livre não apr� 
sentou diferenças estatísticas nos diferentes tratamentos; 
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- aparentemente, as alterações no metabolismo

de nitrogênio, na fase estacionãria, na qual as células de 

cana-de-açúcar foram colhidas, não estão correlacionadas,de 

forma direta, com o processo de organogênese; 

os açucares solúveis totais e açucares li

vres apresentam concentrações celulares semelhantes nos tra 

tamentos nos quais as concentrações de nitrogênio inorgâni

co do meio ê intermediãria; 

- as altas concentrações de nitrogênio inorgâ

nico (entre 70 e 80mM} determinaram aumento dos nfveis cel� 

lares de açucares solúveis totais, os quais, entretanto,não 

diferem dos tratamentos com nitrogênio inorgânico mais bai

xos , e 

- os teores de aç��ares solúveis livres de c�lulas cul 

tivadas em meio sem nitrogênio inorgânico ou com excesso de 

n i t r o g ê n i o i no r g â n i c o ( 1 O O m M ) , f o r a m s i g n i f i c a t i v ame n te ma ·j s 

elevados do que aqueles encontrados nas células que recebe

ram um suprjmento adequado de nitrogênio (entre 40 e 80mM). 
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7. APtNDICE



Figura I. Calo cultivado em meio de cultura contendo 
lOOmM de nitrogênio inorgânico 
( NH!/NO; l: 4 ,00) 
O calo apresenta-se parcialmente necrosado. 
O aspecto das c�lulas � tessecado e friãvel. 
A unica folha, que pode ser observada do 1� 
do esquerdo, formou-se no meio MS (60mM de N) 
antes do calo ser transferido para meio con 
tendo lOOmM de N. 
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Figura II. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

BOmM de nitrog�nio inorgânico 
+ -

(NH�/N03 1 :3,00)

O calo apresentou um crescimento intenso,

apresentando coloração amarela e aspecto

friãvel. Não houve formação de prim6rdios

foliares.
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Figura III. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

75mM de nitrogênio inorgânico 
+ -

(NH 4 /N03 1 :2,75)
O calo, de coloração amarela clara e aspe� 

to friãvel, não apresentou formação de pr! 

mõrdios foliares. 



Figura IV. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

70mM de nitrogênio inorgânico 
+ -

(NHi+/N0 3 1:2,50)
No calo bem desenvolvido, de coloração ama-

rela clara, nao ocorreu .diferenciação. 
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Figura V. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

65mM de nitrogênio inorgânico 
+ -

(NH4/N03 1:2,25)

Na parte suspensa do calo, de aspecto friável

e coloração amarela clara, observa-se inümeras

folhas em estãgio intermediário de desenvolvi

mento.



Figura VI. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

60mM de nitrog�nio inorg�nico 
+ -

{NH4/N03 1:2,00)

No calo de cor amarela e aspecto friãvel,

observa-se folhas em diferentes estãgios de

desenvolvimento e grande numero de primór

dios foliares.
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Figura VII. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

55mM de nitrogênio inorgânico 

(rrn t / N O ; l : l , 7 5 ) 

No calo, de cor amarela clara e friãvel, 

observa-se folhas em diferentes fases de 

desenvolvimento. 

A esquerda, folhas em avançado estãgio de 

desenvolvimento. Na parte superior e infe

rior, início de diferenciação de parte 

aerea. 
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Figura VIII. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

50mM de nitrog�nio inorgânico 

{NH!/NO; 1:1,50) 
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A parte central do calo, com aspecto resse

cado, são iniimeros prim6rdios foliares de 

coloração verde. 



Figura IX. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

45mM de nitrogênio inorgânico 

(NH!/No; l :l ,25)
No calo de coloração amarela e consistente, 

nâo se observou primõrdibs foliares. 
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Figura X. Calo cultivado em meio de cultura contendo 

40mM de nitrog�nio inorginico 
+ -

(NH4/N03 l :l ,00)

No calo de coloração amarela clara e con

sist�ncia firme, não houve formação de

primõrdios foliares.
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Figura XI. Calo cultivado em meio de cultura sem 

nitrog�nio inorgânico (controle). 

Calo apresentando necrose em praticamente 

toda a sua extensão, caracterizada por ce 

lulas escuras de cor marrom ou preta. O 

crescimento do calo foi pequeno. 
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