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O objetivo deste trabalho foi analisar o com 

portamento bioquimico e citológico de células de cana-de-açú 

car "in vitro" quando submetidas a diferentes doses de ra 

diação gama. 

Células de cana-de-açúcar cv. NA 56-79 foram 

irradiadas com radiação gama 60co, e cultivadas em meio de 

cultura condicionador de calos durante 45 dias. Findo o p�

r1odo determinou-se a massa de matéria fresca e a massa de 

matéria seca dos mesmos. 

Urna amostra de cada dose de irradiação (0,5 

e 15Krads) foi separada para exame citológico (Microscopia� 

letrônica), e o restante do material (calos) foi liofilizado 

para determinação das análises bioquirnicas. 



A análise de crescimento mostrou que o mesmo 

foi inversamente proporcional à dose de radiação empregada 

após45 dias. Observou-se um declinio na massa de matéria 

fresca enquanto que a massa de matéria seca praticamente não 

variou. 

Com a irradiação de 5 Krads, as células ; ao 

microscópio eletrônico apresentaram áreas de necrose e gran� 

lação de material citoplasmático. 

Quando o tratamento foi com 15 Krads destac� 

ram-se mitocôndrias com formas aneladas, núcleos contorcidos 

e alongados distalmente e vacúolos com precipitação de mate 

rial no seu interior. 

Análises bioquimicas mostraram que houve um 

pequeno aumento no teor de Nitrogênio Total nos calos irra -

diados com 5 Krads, enquanto que com 15 Krads houve um peque 

no decréscimo quando comparados com o controle. 

o teor de N-solúvel aumentou proporcionalmen

te à dose empregada e o teor de proteína apresentou um pequ� 

no decréscimo em relação ao controle, não havendo porém,gra� 

de variação desse último entre as dosagens de 5 e 15 Krads. 

O nível de aminoácidos permaneceu constante 

para os três tratamentos. 

Quantoaos carboidratos, os níveis de 



res Solúveis Totais e Açúcares Redutores apresentaram. grande 

variação em relação ao controle. 

A análise de isoenzimas de esterases mostrou 

variações nos padrões de bandeamento nos três tratamentos,e� 

quanto que os padrões de malato-desidrogenase permaneceram 

constantes para os dois primeiros tratamentos, variando ape 

nas para o tratamento de 15 Krads. 



BIOCHEM1CAL AND CYTOLOGICAL RESPONSE OF SUGAR CANE 

(Saacharum spp) CELLS TO GAMMA RADIATION 

SUMMARY 
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-Author-
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The objective of this research was to analy 

se the Biochemical and Cytological behavior of "in vitro" su 

gar cane cells under different doses of gamma irradiation. 

Cells of sugar cane cv. NA 56-79 were irra 

diated with 60 co ganuna radiation and cultivated . in callus 

conditioning culture media for 45 days. Fresh and dry mas 

ses were determined at the end of this period. 

A sample of each irradiation dose (0,5 and 

15 Krad) was separated for cytological examination (Electron 

Microscope) and the balance of the material (callus) was 

liofilized for biochemical analysis. 
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Growth analysis showed that it was inversely 

proportional to the radiation dose used after 45 days. A 

decrease in fresh matter was noted while the dry matter praE 

tically did not vary at 5 Krad irradiation. The cells sho 

wed necrotic areas and granulation of cytoplasmic material 

at the electron microscope, 15 Krad treatment showed ringed 

mitochondria, twisted nucleus and distally elongated vacuo 

les with precipitates in the interior. 

Biochemical analysis showed that there was 

a small increase in total nitrogen content of callus irradia 

ted at 5 Krads, while at 15 Krad there was a small decrease 

when compared with the control. 

Soluble-N content increase in proportion to 

the .dose used and the protein content showed a li ttle decrea 

se in relation to the control, however, there was no great 

variation between 5 and 15 Krad doses. 

The aminoacid level remained constant for 

the thréé treatmertts. 

As far as carbohydrates are concerned there 

was a large variation in relation to the control of Total-So 

luble-Sugar and Reducing Sugar Levels. 

Analysis of isoenzymes from esterase showed 

variation in grouping patterns in the three treatments, whi 
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le patterns for malato-dehydrogenase remained constant for 

the first two treatments. varying only in the 15 Krad treat 

ment. 



1. 

1, INTRODU�ÃO 

Duas abordagens simultineas podem ser utili 

zadas como t�cnicas auxiliares para o melhoramento de pla!!_ 

tas: a radiaç�□-ionizante e a cultura de tecidos. 

Muitos estudos tem sido feitos sobre o efei 

to das radiações ionizantes nas plantas desde que MULLER 

(1927) descobriu que raio-X aumentava a frequência de muta 

ção, abrindo um novo campo para o melhoramento genético das 

culturas. 

STADLER (1928) -foi oprimeiro a trabalhar 

com mutações induzidas sendo que os experimentos Com valor 

prático tiveram início entre 1929 e 1930. 

_De acordo ,com HEINZ e MEE (1969), o sucesso 

na diferenciação de plantas a partir de uma única célula do 

calo de cana-de-açúcar em cultura de tecidos, estaria em 

vencer a dificuldade de se isolar as células mutantes. Téc 
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nicas de cultura de tecidos, com ou sem o uso de agentes mu 

tagênicos, em presença de fitohormônios e reguladores de 

crescimento, tornou-se recentemente um métoào popular de se 

obter variabilidade em cana-de-açúcar ou :manifestação da va 

riabilidade pré-existente no explante. 

A primeira tentativa de induzir mutações em 

cana-de-açúcar foi pela primeira vez relatada pela Associa 

çao de Plantadores de Cana, na Estação Experimental no Ha 

wai em 1928. A indução de mutação é .considerada um meio 

efetivo de se conseguir novos genes ou reestabelecer a ba 

se natural de blocos genéticos para o melhoramento das cul 

turas, e complementa as técnicas convencionais 

e hibridização. 

A técnica de cultura de tecidos 

de seleção 

permite a 

regeneraçao de plantas inteiras a partir de urna Única célu 

la (VASIL e HILDEBRANDT, 1965) in BAJAJ (1970) e, portanto, 

estudos radiobiológicos poderiam fornecer um celeiro de in 

formações na indução de mutações, acerca do crescimento das 

células e sua radiossensibilidade e, o· mecanismo de sínte 

ses biOqulmicas a nlvel celular. 

A fim de se determinar as consequências da 

radiação ionizante (radiação gama) e sua ação sobre o com 

portamente bioqulmico e citológico ao nível de ultraestrutu 

ra de células de cana-de-açúcar é que este trabalho foi rea 

lizado. 
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2, REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. CULTURA DE CALOS E SUA RELAÇÃO COM REGULADORES DE 

CRESCIMENTO 

Calos sao massas de tecido amorfo que contem 

células totipotentes, isto é, células com capacidade de exi 

bir o potencial para morfogênese que pode ser considerado 

um processo com dois estágios: primeiro a retenção ou aqui 

sição de um potencial morfogenético (ou competência) -
e]1l

resposta a um estímulo apropriado, e então, a expressão des 

se potencial no desenvolvimento de estruturas 

( CROCOMO -e· SHARP , 19 7 5 ) . 

organizadas 

A totipotência de células de plantas tem si 

do demonstrada por BRAUN (1959), KATO & TAKEUCHI (1963), VA 

SIL & HILDEBRANDT (1965), MURASHIGE & NAKANO (1966) 

tros. 

e ou 

A grande maioria das pesquisas em organog� 

nese em cultura de tecidos de plantas tem sido feitas com 
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dicotiledoneas, porém estudos similares com monocotiledo 

neas foram realizados por SHERIDAN (1968), WILMAR & HELLEN 

DOORN (1968), HEINZ & MEE (1969), BARBA � NICKELL (1969) e 

outros. 

Dentre os fatores orgânicos de crescimento, 

incluem-se os reguladores de crescimento (substâncias natu 

rais ou sintéticas). Estes influenciam a qualidade do cres 

cimento "in vitro" mais que a quantidade. são importantes 

na indução e manutenção de calos e também 

das células e na morfogênese. 

na diferenciação 

As citocininas e auxinas sao os hormônios 

mais amplamente usados devido a sua grande efetividade em 

induzir o crescimento e a morfogênese. 

Alguns pesquisadores afirmam que o uso de

... 

e mais 

uma vez 

meios de cultura com extratos naturais complexos 

vantajoso para o estabelecimento de calos e estes 

ohtidos, podem ser cultivados num meio simples definido 

(WHITE, 1963). 

Dentre as citocininas a mais conhecida 
... 

e a 

cinetina, descoberta por MILLER et aZii (1955) amplamen 

te usada para iniciar e manter o crescimento em cultura de 

calos e é particularmente ativa quando interage com acido 

indoleacético (AIA) ou ácido 

(2,4-D). 

2,4 - diclorofenoxiacético 
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A efetividade das auxinas varia para as dif� 

rentes espécies vegetais (CROCOMO e SHARP, 1975). SKOOG &

MILLER (1957), demonstraram que variações nos níveis de au 

xinas e citocininas, conduziam a diferentes resultados no 

crescimento e desenvolvimento das células de fumo (Nicotia 

na tabacum), sugerindo a necessidade de um balanceamento 

nas quantidades de ambos para a indução de certos processos 

morfogenéticos. A base molecular para o sistema de centro 

le citocinina/auxina é desconhecido. Não estã ainda total 

fal 

do 

mente elucidado o mecanismo de ação desses hormônios e 

taro informações na organização e processos metabólicos 

desenvolvimento (HALPERIN, 1973). Sabe-se que o AIA e as 

básicos citocininas também atuam no controle de processos 

no ciclo celular (PATAU et aZii, 1954), bem como no cresci 

mente celular, processos que não são necessariamente rela 

cionados com as funções que estes hormônios tem na citodi 

ferenciação e organogênese. Assim é difícil distinguir se 

um hormônio está influenciando alguns processos de desenvol 

vimento indiretamente por afetar, por exemplo, a taxa de di 

visão celular, ou se tem alguma influência direta por outra 

via. Esse problema tem sido parcialmente resolvido para 

citocininas com a recente demonstração por YAMADA et aZii 

(1972), que as citocininas levo e dextra-rotatórias causam 

proliferação celular em fumo, sendo que apenas a levo causa 

a formação de gemas. 
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JABLONSKI & SKOOG (1954) demonstraram que p� 

ra o cultivo de medula do ca�le de Nicotiana tabacum cv Wis 

consin 38, havia necessidade da presença simultânea -de AIA 

e urna outra substância desconhecida encontrada no leite de 

coco, no malte ou ainda em extratos aquosos de tecidos vas 

culares. Observava-se a ocorrincia de alongamento celular, 

chegando as células a atingir um tamanho dez vezes superior 

ao inicial quando apenas AIA era adicionado ao meio. Para 

ocorrer a divisão celular in vitro era necessária a prese_g 

ça dos extratos citados anteriormente e AIA conjuntamente. 

De acordo com HALPERIN (1973) inúmeros traba 

lhos vem confirmando a necessidade de um balanço sinergist_! 

co entre citocininas e auxinas para a indução de certos pr� 

cesses rnorfogenéticos. 

2.2. EFEITO DAS RADIAÇÕES IONIZANTES NOS ORGANISMOS VI 

vos 

As informações --disponi-veis sobre efeitos das 

radiações ionizantes em plantas tem estado intimamente lig� 

das ao desenvolvimento das ciências físicas (GUNCKEL & SPAR 

ROW, 1961). A descoberta do raio-X por Roentgen em 1895; da 

radiatividade induzida por Curie é Juliot em 1934, e mais 

recentemente por muitos estudos associados com programas de 

energia nuclear tem todos contribuido e estimulado a inves 
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tigação dos efeitos biológicos das radiações ionizantes. 

Segundo SPARROW (1957), para os primeiros 25 

anos apos a descoberta de Roentgen, uma média de 10 (dez)tra 

balhos por ano foram publicados quando comparados com a me 

dia de 200 (duzentos) trabalhos por ano entre 1950 e 1955. 

De acordo com KLEIN & KLEIN (1971) as radia 

çoes ionizantes incluem frequências eletromagnéticas que p.9. 

dem causar a ionização da água, ou seja com comprimentos de 

onda abaixo de 100 nm e, todos estes comprimentos parecem in 

duzir alterações qualitativamente idênticas nos seres vi 

vos (ALEXANDER & LETT, 1967). 

A açao das radiações ionizantes nas células 

pode ter efeitos diretos e indiretos (EBERT, 1960). GRAY 

(1959), estimou que cada ionização direta afeta uma ligação 

química para cada 10 5 ligações e, dependendo do alvo atingi 

do, o dano é agravado, reparado ou transitório 

1952) • 

(LAMARQUE, 

o modo indireto -de açao das radiações é_devi-

do a ionizações da água da célula, causada pela passagem 

dos elétrons através da célula criando ians os quais então 

reagem com moléculas ou estruturas alvo. Essas entidades 

são substâ.ncias altamente reativas (PATT & BRUES, 1954) pri,!2 

cipalmente oxidantes (BELOKONSKII e RUSEU, 1959) que se for 

mam ao acaso ou ao longo da trajetória da água da célula ou 
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ma 

jHj e 

por excitação de protelnas, ácidos nucleicos ou outras 

cromoléculas (CALDECOTT, 1961). Em adição a radicais 

jOHI outras particulas carregadas podem ser formadas a par 

(WOOD, tir da água e de moléculas orgânicas e inorgânicas 

1958; DAITON, 1959; ALEXANDER & LETT, 1967). 

Para avaliar a importância relativa dos mo 

dos direto e indireto de ação das radiações tem-se realiza 

do experimentos paralelos no material biológico, no seu es 

tado hidratado. Desse modo, assegura-se a quantidade de 

água adequada para difusão dos produtos reativos a partir 

do curso da ionização. Alternativamente utiliza-se o esta 

do seco onde os niveis de ãgua-são presumivelmente 

quados para propagar radiação. 

inade 

A classificação em efeitos direto ou indire 

to, tem valor na interpretação da modulação da resposta pós 

.-irradiação. A energia de um fóton de raio gama ou frequêg 

eia do raio-X é suficientemente grande para que sitios al 

vos sensíveis e especialmente criticas possam ser permane� 

temente danificados--(EVANS,-��968). -

De acordo com GUNCKEL & SPARROW (1961), os 

efeitos usualmente ocorrem durante a irradiação ou pouco de 

pois. No entanto, efeitos secundários ou terciários fre 

quentemente seguem-se de imediato e são considerados como 

uma alteração da taxa normal ou cessação de alguns preces 
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sos fisiológicos vitais. MEISSEL (1956), afirma que a dimi 

nuição na síntese de compostos orgânicos mais complexos for 

mados pelas células provavelmente ocorre devido a distúr 

bios na fonte de energia (ATP). Além disso, as células po 

dem estar protegidas por certos fatôres como a 

de água e a diluição de materiais competidores , 

quantidade 

metabÓli 

tos, pH, temperatura, inibidores de enzimas e outros. 

Estudos radiobiológicos com vegetais, tem si 

do feitos principalmente com plantas intactas (BAJAJ, 1971), 

e mais recentemente tem sido utilizada a técnica de cultura 

de tecidos (OPTRANY, 1974) onde os efeitos das radiações p� 

dem ser alterados por variações nas condições experimentais 

(QUASTLER & BAER, 1950). 

BAJAJ (1970), fez estudos comparativos sobre 

o efeito da radiação gama em sementes, plântulas e culturas

de calos de PhaseoZus vuZgaris L., concluindo que as célu 

las dos calos toleram doses maiores de radiação. Esse au 

tor atribuiu a maior radiorresistência ao estado indiferen 

ciado das células, simplicidade estrutural, diversos 

de ploidia e menor interdependência celular. 

.,. . 

n1ve1s 

OPTRANY (1974) pesquisou o efeito da radia 

çao gama (1 a 150 Krads) em explantes medulares de Nicotia 

na tabacum cv Wisconsin 38 e verificou que os mesmos eram 

mais sens1veis à radiação do que os calos provenientes do 
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mesmo tipo de tecido de um outro cultivar, Virgínia Bright 

Italia mantidos em cultura durante três anos. Atribuiu a 

maior radiorresistência dos calos à maio� mixoploidia e ao 

estado fisiológico. 

Em 1983 FERREIRA pesquisou a possível rever 

sao, por horm6nios de crescimento, dos efeitos deletirios 

causados pela radiação gama em tecidos foliares internodais 

e calos de cana-de-açúcar. Os resultados sugeriram que hou 

ve a recuperação de danos causados pela radiação permitindo 

o desenvolvimento da cultura de calos na razão cinetina/ AIA

(1· mg/l: 1 mg/l). 

2.3. AÇÃO DA RADIAÇÃO SOBRE PROTEÍNAS, AMINOACIDOS E CAR 

BOIDRATOS 

A síntese de protelnas, ácidos nucleicos e 

outros componentes que iriam constituir um reparo -0u resti 

tuição da estrutura e função normal de um sistema requer 

ATP, precursores e outros fattres metabólicos (KLEIN & KLEIN 

19 71) . 

-

Radicais livres sao produzidos em materiais 

de plantas por radiações (EHRENBERG & EHRENBERG, 1958) e há 

proporcionalidade direta entre a concentração desses radi 
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cais e o grau de injúrias produzidos num sistema. Estimou-se 

que 50% dos danos em macromoléculas é causado por radicais 

livres (JOHANSEN & HOWARD-FLANDERS, 1965}. BOTLER em 1959 , 

determinou que pode haver um dano extensivo nas bases de nu 

cleotideos por rompimento das pontes de hidrogênio. 

Os efeitos de radiações ionizantes sobre ma 

cromoléculas são de considerável interesse em radiobiolodia 

por diversas razoes. Não apenas são muitas as macromolécu 

las necessárias, nos processos fisiológicos (por exemplo . 

. 

ácidos nucleicos e enzimas) como também são muitas as que 

mantem a continuidade estrutural dos vários componentes do 

protoplasma (GUNCKEL & SPARROW, 1961). 

Os efeitos químicos de radiações ionizantes 

em proteínas podem ser: oxidação (notadamente grupos sulfi 

dril e hidroxil), liberação de grupos amino, ruptura das 

pontes de hidrogênio, ruptura de ligações peptÍdicas, libe 

ração de cadeias laterais devido ao rompimento das ligações 

e formação de novas pontes. Essas mudanças químicas engl� 

bariam também mudanças-nas -propriedades das -proteínas,· ·-como 

mudanças no peso molecular (polimerização e despolimeriz� 

ção), viscosidade, ponto isoelêtrico, espectro de absorção , 

rotação ótica, condutividade elétrica, cor e odor ou sabor . 

Enquanto há mudanças físicas e biológicas em 

proteínas irradiadas não há maiores perdas no conteúdo de 
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aminoácidos (SCHWEIGERT, 1959). Em geral, o tamanho da mo 

lécula está relacionado com a dose requerida para inativa 

ção, mas há muitos fatôres interferentes como por exemplo , 

ordem e posição dos aminoácidos (BELAMY & LAWTON, 1954). 

Para certas moléculas com atividade fisioló 

gica a natureza química ou sítio específico de inativação 

é conhecido mas em muitos casos não (BACQ-& ALEXANDER,1955). 

Em proteínas, o s}tio de danos pode ser uma porcentagem re 

!ativamente pequena da molécula toda (POLLARD et alii
3 1955)

e em geral altas doses de radiação são requeridas para de 

tectar mudanças químicas ou físico-químicas. 

CONSTANTIN & LOVE (1967), observaram um for 

te decréscimo no conteúdo de proteína em plântulas de Vigna

unguiculata gama-irradiadas. POLLARD em 1964, postulou que 

a radiação bloqueia a transcrição de DNA e l�va a um decr�� 

cimo na sintese de protein� e no crescimento. PONSER·(I9�5) 

relatou por outro lado, que em Chlorella pyrenoidosa as ce 

lulas expostas à radiação gama na dose de 7.200 r/dia duran 

te três dias, aumentaram em volume e também nas quantidades 

de DNA e proteína (por célula) o mesmo ocorrendo com RNA 

Contudo, há indicações de que a sintese pode ser inibida 

(CHERRY, 1961), não afetada ou até aumentada (CAMARANO, 

1963; CLARK e FERNANDES, 1961). 

BAJAJ (1970), encontrou que a baixas doses 
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(0,5 a 1 Krad) nao houve diferenças significativas para cul 

turas de calos de feijão irradiados, entretanto a partir de 

2 Krads houve um aumento gradual no nitrogênio total com o 

aumento da dose. Com o tempo o crescimento dos calos dimi 

nuiu. o aumento no N total foi considerado devido como as 

mudanças quantitativas no nitrogênio não proteico ou 

lo de produtos do catabolismo. 

acurou 

Da mesma forma, enquanto KUZIN (1956) e HA 

GEN & GUNCKEL (1958) observaram uma depressão na síntese de 

proteína causada pela radiação, VASIL'EV et alii (1962) no 

taram um aumento poucos dias após a irradiação. 

GIACOMELLI et alii (1967), encontraram va 

riação na síntese de proteína em folhas de cevàda irradia 

das. Mediante o tratamento com cinetina o decréscimo no 

conteúdo de proteína foi menor nas folhas irradiadas parti 

cularmente para as mais altas exposições. A irradiação de 

terminaria um aumento na permeabilidade dos tecidos, o que 

promoveria a penetração da cinetina aumentando sua efetivi 

dade ou então, a irradiação modificaria algumas vias meta 

bÕlicas essenciais para a ação da cinetina na síntese de pr� 

teína. 

IQBAL et alii (1973) observaram um aumento 

de aminoácidos livres em raízes de plântulas de milho apos 

dez dias obtidas de sementes irradiadas com doses de 10 e 
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15 Krads. Nas folhas houve um decréscimo em todas as exposi 

ções sendo que houve um pequeno aumento quando a dose foi de 

20 Krads. Ocorreu um aumento significativo nas concentra 

ções de lisina e valina com 5 Krads. 

Os mesmos autores observaram que o nitrogê 

nio a-amínico em folhas, diminuiu em todos os tratamentos 

(exceto a 20 Krads) enquanto o Nitrogênio proteico aumentou 

significativamente em todas as doses. 

Embora considerável atenção tenha sido dada 

aos efeitos induzidos pela radiação sob o aspecto citológico 

e da mutação, comparativamente poucos estudos tem sido rela 

tados com respeito a fisiologia, considerando-se a respira 

çao e metabolismo de carboidratos, (HABER, 1959;JORDAN,1974, 

LEE, 1971). 

WOODSTOCK et aZii (1967), demonstraram que 

em milho, trigo, sorgo e rãbano, as diferenças na respiração 

entre sementes gama-irradiadas e não irradiadas podem ser de 

tectadas no período ínicial da germinação. 

INOWE et aZii (1979) mostraram que a irradi� 

çao de 30 Krads em sementes de arroz, causou marcante inibi 

ção no crescimento de plântulas e levou a uma liberação de 

açúcares redutores. A razão C 6 /C1 continuou a decrescer por 

um período de 76 horas, enquanto a do controle não irradiado 

aumentou. A porcentagem de 14 C recuperado como dióxido de 
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carbono a partir de glicose-l- 14 C foi menor que nas sementes 

do controle indicando que a gama radiação reduziu a partici 

pação da via pentase-fosfato no catabolismo da glicose. 

Estudando a germinação de sementes de cevada 

em água, KUROBANE et alii (1979), demonstraram que a 

çao gama de 500 Krads aumentou a liberação de açúcares 

tores em quatro vezes quando comparada com o controle 

radia 

redu 

nao 

irradiado, particularmente da maltose e glicose. A radiação 

também estimulou a liberação de fosfato inorgânico a partir 

dessas sementes. 

BAJAJ (1970), conduziu experimentos sobre o 

efeito da radiação gama no crescimento, conteúdo de RNA, pro 

teina e nitrogênio em culturas de calos de feijão, onde en 

centrou que o crescimento dos tecidos foi estimulado por bai 

xas doses (0,5 Krads). A partir de 1 a 10 Krads houve um de 

créscimo gradual e linear no crescimento. As células exibi 

ram ampla variedade de formas e tamanhos, inibição mitótica, 

degeneração do citoplasma e reduzida eficiência de cultivo . 

De 20 a 30 Krads,o crescimento foi drasticamente reduzido se 

guido por morte e cessação do crescimento a 40 Krads. Com au 

mento na dosimetria, o conteúdo de proteína solúvel e RNA 

também aumentou. A doses baixas (0,5 - 1 Krad) não houve di 

ferença significativa no N total, mas a partir de 2 Krads , 

ocorreu um aumento gradual no nitrogênio em termos de µg/mg 

de peso seco de calos. 
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2.4. UTILIZAÇAO DE ISOENZIMAS NOS ESTUDOS BIOQUÍMICOS 

O metabolismo de plantas superiores é regula 

do em parte pelo compartimento subcelular (KELLY et alii

1976, OAKS, 1970). Existem evidências de que a duplicação 

das vias metabólicas diferem na sua localização subcelular e 

na expressão durante os vários estágios metabólicos. Um exem 

plo dessa duplicação metabólica é encontrado nos tecidos fo 

tossintéticos onde certas enzimas das vias glicolitica e pen 

tose-fosfato estão presentes tanto no citossol quanto nos 

cloroplastos (SINCOX & DENNIS, 1978). 

Assim que a diferenciação celular progride , 

há uma contínua síntese e/ou degradação de enzimas específi 

cas e proteinas estruturais. 

Duas alterações principais encontradas na 

maioria dos organismos são as mudanças qualitativas e qua� 

titativas na atividade enzimática das células (CURY, 1977). 

O aparecimento de uma nova atividade enzimã 

tica ou o seu aumento no organismo pode ser resultado da sin 

tese recente da nova molécula enzimática, ou da ativação de 

um precursor pré-existente da enzima. 

Um grande numero de enzimas exibindo formas 
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múltiplas é conhecido (SHANNON, 1968) e, as formas eletrofo 

reticamente diferentes de uma enzima com idêntica função são 

conhecídas como isoenzimas (SHAW, 1969; SCANDALIOS, 1974;LEH 

NINGER, 1976 e WHITE, 1976). 

Os fatores genéticos e fisiológicos que de 

terminam a existência das várias isoenzimas de um tecido ou 

organismo não são conhecidos, mas representam .um 

maior da questão do significado dos polimorfismos na 

aspecto 

evolu 

çao. O que se sabe é ·que o nível de regulação pode estar no 

gene ou numa via entre o gene e seu produto final - a 

ma. 

enzi 

A determinação de padrões eletroforéticos de 

proteínas e isoenzimas tem demonstrado ser um método útil pa 

ra taxonomia de plantas (BOUTLER et aZii, 1967; CLARE et 

aZii, 1968; VAUGHAN & DENFORD, 1968). 

WALDRON & GLASZIOU (1971), investigaram a he 

rança de bandas de esterase em cruzamentos entre SacchaPum 

officinaPum e SacchaPum spontaneum e os padrões dos hÍbri 

dos de F 1 revelaram-a presença de algumas ou de todas as ban 

das de isoenzimas de ambos os pais. Encontraram também uma 

consistência qualitativa nos padrões da enzima sendo que as 

primeiras sete bandas apareceram em todas as variedades de 

SacchaPum estudadas. 

THOM & MARETZKI (1970), também identificaram 



18. 

com sucesso clones de cana-de-açúcar usando as enzimas pero 

xidase e esterase. 

Em 1974 LIU et alii, encontraram que menos 

de 5% das plantas derivadas de cultura de tecidos apresent� 

ram padrões de peroxidase que diferiam do clone original. P� 

ra plantas obtidas apõs a radiação gama, o número foi de 8%. 

Quanto aos padrões de esterase, o resultado foi similar ãqu� 

les do clone original. 

De acordo com SHANNON (1968), as diferenças 

estruturais entre isoenzimas são devido a alterações na es 

trutura secundária, terciária ou quaternária dessas proteí 

nas:- ·a sequência de- a:ínirroácidos ,.em essência e a mesma, ··e· mo 

dificações nessa sequência não envolvem aminoácidos do sitio 

ativo, portanto não alteram a especificidade das enzimas p� 

lo substrato. 

A ocorr�ncia de isoenzimas segundo SCANDA 

LIOS (1974), é um fenômeno geral em todos os organismos e 

elas fornecem um sistema de marcador natural para se investi 

gar uma variedade· de problemas em genética, bioquímica e da 

biologia do desenvolvimento de plantas. 

CROCOMO e CURY (1980) demonstraram com su 

cesso que duas isoenzimas: desidrogenase alcoólica (ADH) e 

desidrogenase rnálica (MDH) fornecem material Útil para iden 

tificação de cana-de-açúcar uma vez que, ambas apresentaram· 
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densidade e mobilidade relativa diferentes para um mesmo 

gel. 
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3, MATERIAL E M�TODOS 

3,1. OBTENÇÃO DOS CALOS 

Toletes de aproximadamente 5 cm .de comprimeg 

to foram lavados com água e detergente e, mantidos em banho 

a so,s
º
c durante duas horas. A seguir foram imersos em solu 

ção de Qboa 10%, lavados com ãgua estéril e plantados em ban 

dejas contendo vermiculita esterilizada, umedecida com solu 

_çao nutritiva de Hoagland (Tabela 1). Esse material permane 

ceu em camara de crescimento Conviron a 28°c com fotoperíodo 

de doze horas, durante dezoito dias. 



TABELA 1. Solução Nutritiva de Hoagland 

Macronutrientes 

NH 4 H 2PO 4

MgSO 4 . 

Ca (NO a) 2

KNOa 

7H2O 

*Fe EDTA

Micronutrientes** 

HaBO-a 

MnCl 2 . 8H2O 

CuSO 4 . 5H 2O 

ZnSO 4 . 7H2O 

H 2 MOO 4

lM 

lM 

lM 

lM 

21. 

Concentração (ml/l) 

1 

2 

6 

4 

1 

g/1000 ml

2,86 

1,81 

0,08 

0,22 

0,02 

*Fe EDTA = 33,2 g de EDTA dissolvidos em 89,2 rol de NaOH lN

foram adicionados em 24,9 g de FeSO 4 • 7H2 O dis 

solvidos em H2 O e completou-se o volume para: 

1000 rol. 

** = Utilizou-se 1 m da solução de micronutrientes para: 

1 litro de solução nutritiva. 
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Para induzir os calos as plântulas foram COE 

tadas na base e as folhas descartadas, tanto quanto pOSS_!_ 

vel. Os caules foram seccionados e colocados num béquer 

com água, lavados com água e detergente e imersos em· solução 

de hipoclorito de sódio comercial diluido à 20% (v/v) duran 

te vinte minutos com agitação continua. Após a lavagem com 

água destilada estéril foram colocados .em solução de poli vi 

nilpirrolidona (PVP-lg/l) onde permaneceram durante três ho 

ras. Findo o período os explantes foram inoculados em meio 

condicionador de calos (M.C.) na presença de luz a 25°c e fo 

toperiodo de doze horas. 

O meio condicionador (M.C.) de calos aprese� 

ta a seguinte composição: 

. Solução salina de Murashige e Skoog (1962) 

Sacarose - 20gll 

Tiamina - 0,001 gil 

Inositol - 0,1 gil 

. Acido 2,4-Diclorofenoxiacético - 0,003 gil 

• Agua de côco - 100 ml/l

. Agar - 8 gil 

O pH do meio de cultura foi 5,8. 

Os calos utilizados nos experimentos do pr� 

sente trabalho foram subcultivados pelo menos um ano (trans 



ferências mensais no meio M.C.). 

TABELA 2. Solução Salina de Murashige e Skoog (1962) 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

Sais Concentração em g/.l 

NH4NQ3 

KNO3 

CaCl2. 2H2O 

MgSO4. 7H2O 

KH2PO4 

Na2 EDTA 

FeSO4 .7H2O 

IbBO3 

MnSQ4 • 4H2O 

ZnSO4 . 4H2O 

KI 

Na2MoO4 . 2H2O 

CuSQ4 • 5H2O 

C0Cl2 .6H20 

32,5 

95 

44 

37 

17 

3,73 

2,78 

0,62 

2,23 

0,86 

0,083 

0,0025 

0,0025 

.0,0025 

23. 

Foram utilizados 20 ml/l das soluções 1 e 2 e, 10 ml/l das 

soluções 3 a 7. 
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3.1.1. IRRADIAÇÃO DOS CALOS 

A irradiação dos calos foi realizada no Cen 

tro de Energia Nuclear na Agricultura, Piracicaba-SP, utili 

zando-se a fonte de 60 co (Gamma Cell). 

Para a irradiação, os calos foram distribui 

dos em placas de Petri estéreis, em número de cinco calos 

por placa. Foram empregadas três dosagens distintas de ra 

diação gama: D Krad (usado como controle); 5 Krads e 15 

Krads, sendo que a taxa de dose empregada foi de 110 Krads / 

hora;- 0··a ,distância ·entre�as fontes ·44 cms; -o número de --,,fon ·

tes 6, e o tempo de 2,7 e 8 minutos respectivamente para as 

doses de 5 e 15 Krads. 

3.1.2. CULTURA DOS CALOS IRRADIADOS 

Ap6s serem irradiados os calos foram transfe 

ridos para frascos contendo aproximadamente_ 10 rol de meio 

de cultura com a seguinte composição: 

• Solução Salina de Murashige e Skoog

• Sacarose

• Tiamina

• Inositol

• 2,4-0

20 g/.t 

0,001 gil 

0,1 g/.t 

0,003 g/.t 
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. Arginina O·, O 6 O gil 

. AIA 0,001 gil 

Cinetina 0,001 gil 

Agua de coco 100 mil 

. Agar B,0 gil 

. pH 5, B 

Os frascos contendo os calos permaneceram em 

sala de crescimento a 27°c com fotoperiodo de doze horas/dia 

durante 45 dias, sendo que a cada quinze dias, os calos eram 

transferidos para meio recém-preparado. 

No final do período de crescimento foi deter 

minado o peso da matéria fresca. Algumas amostras foram se 

paradas para a realização da análise citol6gica (microscopia 

eletrônica) e, as demais foram liofilizadas para determina 

ção do peso d? matéria seca. A seguir, o material foi tritu 

rado em moinho ciclone tipo Al015 para oosterior realização 

das análises bioquimicas. 

3.2. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

3.2.1. DETERMINAÇÃO DE AÇÜCARES 

3.2.1.1. Extração de Carboidratos 

Os açúcares redutores foram extraídos pelo 
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método descrito por OCHOA-ALEJO (1980). Amostras de 100 mg 

de material liofilizado e pulverizado foram aquecidos em ba 

nho-maria a 85°c por quinze minutos com 4 ml de etanol a 80% 

e, logo após o resfriamento, centrifugado a 6000 rpm duran 

te dez minutos. O sóbrenadante foi coletado e reextrai.do 

por mais duas vezes com 3 ml de etanol, juntando-se no final 

os três extratos e completando-se ao volume de 10 ml com eta 

nol 80%. O sedimento· foi reservado para posterior extração 

de proteina. 

Os açúcares solúveis totais foram extraidos 

submetendo-se o extrato alcoólico (2 ml) à ação de 4 ml de 

HCl. -0; 75 N que hidrólisou os ol.igoss.ac.arideos .. nele. contidos,,. 

à temperatura de 65°c durante trinta minutos. A seguir, es 

se hidrolisado foi neutralizado com 4 ml de NaOH 0,75 N e 

completou-se um volume de 10 ml com água destilada conforme 

modificações ao método de MIIORIM e ZAGO (1978). 

3.2.1.2. Quantificação de Açúcares Redutores 

O conteúdo de açúcares redutores foi determi 

nado pelo método de NELSON (1944). Ali.quotas de 0,2 ml do 

extrato foram colocadas em tubos de ensaio completando-se o 

volume a 0,8 ml com água destilada. Foram adicionados a ca 

da tubo 1 ml do reagente cuproalcalino de SOMOGY (1945), agi 

tando-se as misturas e aquecendo�se em banho-maria a 100°c 
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durante dez minutos. Após o resfriamento foi adicionado em 

cada tubo 1 rol do reagente de NELSON, agitando-se bem e ju� 

tando 4 rol de água destilada. A leitura foi feita a 530 nm 

em espectrofotômetro contra um branco preparado com água des 

tilada em lugar da amostra. · Os valôres foram comparados com 

uma curva padrão de glicose. 

3.2.1.3. Quantificação de Açúcares Solúveis 

Totais 

A quantificação de Açúcares Solúveis 

foi realizada pelo método do fenol-sulfúrico descrito 

DUBOIS et alii (1956). Alíquotas de 0,1 rol do extrato 

Totais 

por 

de 

açúcares solúveis em álcool foram colocadas em tubos de en 

saio e completou-se o volume a 0,5 ml com água destilada.Jun 

tou-s·e 0 1 5 rol de solução de fenol a 5% com agitação e, a se 

guir, acrescentou-se 2,5 mi de H 2 SO4 concentrado. Após vin 

te minutos, as soluções foram lidas em espectrofotômetro a 

490 ·nm contra· ·um branco-·preparado -com --ã.-gua --ae·sti-lada -- e os 

outros reagentes {fenol 5% e H 2 SO4}. 

Os valores da absorbância foram 

(interpolados) com uma curva padrão de glicose. 

comparados 



3.2.2. DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS NITROGENADOS 

3.2.2.1. Extraç5o de Proteína 

28. 

A proteina foi extraída com solução de NaOH 

1 N,a partir do sedimento restante da prepara�ão do extrato 

alcoólico para determinação de Açúcares Redutores e Nitrogê 

nio Solúvel. Depois de separados por centrifugação a 6000 

rpm, durante dez minutos, o sobrenadante foi coletado e o se 

dimento foi retomado em NaOH 1 N e, novamente centrifugado. 

Os líquidos resultantes das duas extrações foram colocados 

em balão de 10 ml completando-se o volume com NaOH 1 N, de 

acordo com OCHOA- ALEJO (1980). 

3.2.2.2. Quantificaç5o de protelna 

A proteína foi determinada pelo reagente de 

Folin-Ciocalteau de acordo com LOWRY et alii (1951). Em tu 

bos de ensaio contendo 0,2 ml de extrato diluído cinco vezes 

(0,5 ml: 2 ml de H 20) adicionou-se 2 ml do reagente tartar� 

to cuproalcalino e 0,2 ml de água destilada, agitando-se ra 

pidamente. Após dez minutos, acrescentou-se 0,2 ml do rea 

gente de Folin-Ciocalteau 1 N. Decorridos trinta minutos 

fêz-se a leitura a 660 nm contra um branco substituindo-se o 

volume da amostra por água destilada. 
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A concentração de proteína foi calculada uti 

lizando uma curva padrão feita com a fração V da albumina de 

soro bovino (BSA-Sigma Chemical Company). 

3.2.2.3. NitPogênio Solúvel em Álcool 

O Nitrogênio Solúvel foi determinado pelo mé 

todo de KABAT e MAYER (1967) no extrato alcoólico (item 

3.2.). A mistura de reação consistiu em aquecer a as
º
c por 

cinco minutos, 0,2 ml do extrato alcoólico com 0,4 ml do rea 

gente de ninhidrina. Após o resfriamento acrescentou-se 2ml 

de etanol .a 5% e procedeu-se .. a leitura. a 5 70 nm em espectr2_. "-- ., _ 

fotômetro contra um branco preparado com água destilada em 

lugar da amostra. 

Os valôres da absorbância foram 

com os valôres de uma curva padrão de ·glicina. 

comparados 

3.2.2.4. DetePminaç5o do NitPogênio Total 

3.2.2.-4 .. l .. Digestão das Amos-tra-s 

Amostras de 50 mg de material seco e pulveri 

zado foram transferidas para balões Kjeldahl contendo 7 ml 

de solução digestora e submetidas à digestão até se obter 

uma solução incolor. A solução digestora continha: 1 g de 

selenito de sódio anidro; 21,39 g de Na 2 SO 4 ;4 g de CuSO4.5H2o
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200 ml de H2SO4 concentrado e 175 ml de 

1977). 

agua (JORGENSEN, 

3.2.2.4.2. Quantificação 

O amônio de cada solução foi separado por 

destilação em presença de NaOH 12 N. A amônia foi coletada 

em um erlenmeyer contendo 10 ml da solução de ácido bórico 

e verde de bromocresol e vermelho de metila corno indicado

res. A seguir titulou-se a amônia com H2SO4 0,1 N até o in 

dicador da solução mudar de cor. 

A porcentagem de nitrogênio foi calculada a 

partir do volume de H2 SO 4 0,1 N necessário para titular o 

NH3 da amostra. 

3.2.2.5. Quantificação de Aminoácidos Totais 

3.2.2.5.1. Preparo das Amostras 

Amostras de material seco contendo 1,5 e

3,5 mg de proteína, foram hidrolisadas em 10 ml de HCl a 

110°c por vinte e quatro horas em ampolas ã vácuo. Os hidro 

lisados foram passados por um filtro "Millipore" e o líquido 

obtido foi seco em evaporador rotatório a 50°c. O resíduo 

foi retornado em tampão citrato de sódio 0,2 N pH 2,2 (o ta� 

pao contém também 5 ml de tiodiglicol concentrado mais 0,1ml 
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de ácido caprilico por litro). 

3.2.2.s.2. Quantificação 

Aliquotas de 0,5 rol de cada amostra foram in 

jetadas em um analisador de aminoácidos da Beckman mod. 120C 

equipado com uma coluna de resina P.A. 35 (23 x 0,9 cm) para 

aminoácidos básicos, e outra resina A.A. 15 (69 x 0,9 cm) pa 

ra aminoácidos neutros e ácidos. A eluição de àminoãcidos , 

da coluna P.A. 35, foi executada com tampão de citrato de sõ 

dio 0,35 N pH 5,25, a um fluxo de 70 ml/h durante uma hora. 

Já paia,.-el·uir. os aminoácidos· ·da coluna, A.A. 15 usou-se - ini 

cialmente um tampão de citrato de sódio 0,2 N pH 3,25, por 

85 minutos e, posteriormente, uma solução do mesmo sal e da 

mesma concentração mas com pH 4,25, durante 110 minutos. O 

fluxo de ambas as soluções foi de 70 ml/h. Cada aminoácido 

eluido se fez reagir automaticamente com a solução de ninhi 

drina a 70°c, e a cor desenvolvida foi registrada em papel , 

na forma de picos. A concentração de cada aminoácido foi 

calculada por comparação da área dos picos 

com a dos padrões aplicados no analisador. 

3.2.2.6. Isoenzimas 

correspondentes 

O método eletroforetico utilizado para o es 
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tudo de isoenzimas foi descrito por ORSTEIN e DAVIS (1964} , 

que consiste na eletroforese em géis de pol�acrilamida a 7%. 

3.2.2.6. 1. Preparo das Amostras 

Cerca de 100 mg de material pulverizado (ca 

los c om diferentes doses de irradiação} foram triturados com 

almofariz gelado com 1 ml de tampão acetato 0,1 M, pH 5,0 e 

10 µl de 2-mercaptoetanol 0,05%. Centrifugou-se a seguir 

7000 rpm durante trinta minutos em câmara fria e o sobrena 

dante foi transferido para frascos de vidro os quais foram 

mantidos a baixa temperatura. 

3.2.2.6.2. Preparo dos Géis e Obtenção do 

Perfil lsoenzimãtico 

A matriz eletrofqretica foi preparada imedi� 

tamente antes do uso e, constituiu-se de dois geis com dife 

rentes concentrações de acrilamida: uma superior de concen 

tração mais baixa (3%) sobreposto ao gel principal 

maior concentração (7%). 

e de 

Os gêis foram preparados em tubos de vidro 

· cilindricos com 0,5 cm de diâmetro e 8 cm de comprimento e,

colocados numa cuba para eletroforese.

Foram utilizadas amostras de 20, 30 e 40 µl 
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do extrato proteico e como indicador da migração eletroforé 

tica usou-se uma gota de azul de bromofenol 1%. 

A eletroforese foi realizada em camara fria 

durante duas horas e a amperagem aplicada foi 1 mA/tubo du 

rante trinta minutos e a seguir 3 mA/tubo durante uma hora e 

trinta minutos. 

Terminada a eletroforese, os géis foram reti 

rados dos tubinhos e incubados em tampão fosfato 0,1 M, pH 

6,0 durante cinco minutos e submetidos aos substratos especi 

ficas. 

3.2.2.6.3. Determinação de Esterases 

Para se determinar esterases os geis foram 

incubados numa solução corante contendo: a - naftil - acetato 

{0,2 mg/ml), 11 Fast Blue RR Salt" (0,5 mg/ml) e tampão fosfa 

to 0,1 M pH 6,0. 

3.2.2.6.4.- Determinação de Malato Desi-

drogenase (MDH) 

A seguinte solução foi utilizada para deter 

minar-se a MDH: 



maiato de sódio (25 mM) 

. nitrotetrazolio azul (NBT - 0,2 mg/ml) 

. metassulfato de fenazina (PMS - 0,2 mg/ml)

. Cianeto de potássio (0,5 mM) 

. Tampão fosfato de sódio (0,5 M, pH ?,O) 

Para ambas as isoenzimas o tempo de 

34. 

incuba 

ção no corante foi de vinte minutos na ausência de luz, após 

·o que os géis foram lavados em água corrente e colocados em

solução descorante contendo água, etanol e ácido acético na

proporção 5:5:1 (v/v/v).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO 

Após 45 dias de incubação em meio de cultura 

com transferincias quinzenais, as células dos calos com e 

sem irradiação apresentaram diferenças quanto ao crescimen 

to e comportamento bioquimico. 

No que diz respeito ao aspecto exterior,após 

os primeiros quinze dias de crescimento, surgiram nos calos 

irradia�os pequenas pontuações escuras indicando areas de 

necrose que se acentuaram com o decorrer do tempo, princi 

palmente naqueles irradiados com a dose· maior (15 Krads). · 

O escurecimento de calos em meio de cultura 

também foi observado por BAJAJ (1970) quando utilizou dife 

rentes doses de radiação gama em calos de Pha-0eolu-0 vulgE:_ 

nl-0 L. O autor observou que os calos continuaram a escure 

cer com aumento da dose (0-40 Krads), sendo que o crescimen 

to dos mesmos foi drasticamente reduzido entre 20-30 Krads 

e cessou completamente com 40 Krads. 
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Para avaliar o crescimento dos calos foram 

atribuídas notas individuais para cada calo (notas 1, 2 e 

3) sendo que a nota três determina o calo que obteve maior

crescimento em cada tratamento. 

A Figura 1 mostra um calo de cada dose empr� 

gada ao qual foi atribuída a nota máxima após 45 dias de 

crescimento. 

FIGURA 1. Fotografia de calos de cana-de-açúcar com três do 
sagens de radiação gama após um período de 45 
dias de crescimento em meio de cultura. Os pon 
tos escuros nos calos tratados com 5 e 15 Krads � 
indicam áreas de necrose. 
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A média ponderada das notas atribuidas aos 

três tratamentos em função da dose empregada e do 

de tempo decorrido, está ilustrada na Figura 2.
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Crescimento dos calos de cana-de-açúcar em rela 
ção ao periodo de tempo decorrido e das doses de 
radiação gama empregadas (O, 5 e 15 Krads). Cada 
grupo de calos com diferentes doses foi dividido 
em subgrupos para melhor avaliação. 
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Quando se determinou a massa de matéria fres 

cados calos observou-se que houve uma diminuição no peso 

dos calos irradiados quando comparados com o controle. O 

valor da massa de matéria seca, porém, praticamente nao se 

alterou, conforme ilustrado na Figura 3. 
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FIGURA 3. Valores da massa de matéria fresca e matéria seca 
(gramas) de calos de cana-de-açGcar ap6s 45 dias 
em meio de cultura. (�o- = matéria fresca; -•
matéria seca) • 
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4.1. ANALISE AO MICROSCÓPIO ELETRÔNICO 

As fotornicrografias de calos usados como con 

trole (sem irradiação) mostram células com parede celular 

espessa, núcleo bem desenvolvido com presença de nucléolo e 

material nuclear denso. O citoplasma apresentou poucas in 

clusões e algumas mitocôndrias (Figura 4). 

FIGURA 4. Fotornicrografia de calos de cana-de-açúcar corno 
controle (sem irradiação). Aumento 15.956 vezes. 
N= núcleo; Nu= nucléolo; p= parede celular; rn= 

mitocôndrias; c= citoplasma. 
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Naqueles calos irradiados com 5 Krads desta 

ca-se no citoplasma urna grande aglomeração (granulação) de 

ribossomos acompanhado da presença de muitos vacúlos (áreas 

brancas), dando idéia de uma senilidade precoce. o núcleo 

apresenta-se binucleolado, de formato regular com material 

nuclear denso. Muitos mitocôndrias apresentam-se vazios (Fi 

gura 5). 

FIGURA 5. Fotomicrografia de calos irradiados com 5 Krads. 
Aumento 6.838 vezes. 
an= areas de necrose; n= núcleo; nu (nucléolos); 
c= citoplasma e m= mitocôndrias. 
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Nos calos tratados com 15 Krads algumas ca 

racteristicas são relevantes. O citoplasma apresenta-se gr� 

nuloso. A maioria dos núcleos mostram-se contorcidos e alon 

gados (ou bizarros), sem nucléolos e situados mais próximos 

a uma das paredes celulares. Os mitocôndrias aparecem em nu 

mero elevado em relação as outras dosagens e alguns deles 

apresentam forma anelada. Nota-se também a presença de va 

cúolos grandes com precipitações no seu interior. A Figura 

6 nos dá uma visao parcial de quatro células separadas por 

paredes nao muito espessas e sinuosas em algumas regioes o 

caracteriza células em desenvolvimento. 

FIGURA 6. Fotomicrografia de calos irradiados com 15 Krads. 
Aumento 11.397 vezes. 
p= parede celular; n= núcleos; c= citoplasma; 
v= vacúolo; m= mitocôndrias; rer= retículo endo 
plasmático rugoso. 
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Quando se analisa as fotografias ao microscõ 

pio eletrônico, o que se observa é que a disposição do mate 

rial celular nos tecidos irradiados (posição e formato do 

núcleo, organelas, espessura e forma das paredes celulares) 

sugere que aqueles tecidos tem um aspecto mais juvenil do 

que o do controle (O Krad). 

A fotografia do tecido irradiado 

Krads mostra três células aparentemente jovens, em 

com 15 

franco 

desenvolvimento, com paredes e formação (pouco espessas e 

sinuosas), presença de retículo endoplasmático rugoso ativo 

e núcleo com formato a caracterizar esse estágio. 

A célula irradiada com 5 Krads 
-

apresenta nu 

cleo com formato regular e disposta no centro da célula com 

muitas organelas citoplasmáticas. 

Por outro lado, naquele tecido usado como 

controle a célula parece estar em estagio de desenvolvimen 

to avançado, com parede ·espessa, sem sinuosidades, retículo 

endoplasmático rugoso em estagio de degeneração 

inclusões citoplasmáticas. 

e poucas 

Apesar desse aspecto mais jovem dos tecidos 

irradiados, a presença de mitocôndrias vazios e areas de ne 

crase (em 5 Krads) e a forma anelada dos mitocôndrios e va 

c6olos grandes com precipitaç6es no seu interior (15 Krads� 
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indicam efeitos danosos da radiação. 

O escurecimento observado nos calos ao final 

do periodo de 45 dias, principalmente naqueles irradiados 

com 15 Krads pode ter ocorrido devido a efeitos diretos da 

radiação sobre auxinas resultando na sua oxidação" 

ação de polifenõis, ou mesmo pela ação da radiação 

algumas etapas do metabolismo de auxinas. 

4.2. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

ou pela 

inibindo 

4.2.1. NITROGÊNIO TOTAL E SOLÜVEL, PROTEÍNA E AM1 

NOÁCIDOS 

O teor de nitrogênio total nos calos irradia 

dos com 5 Krads apresentou um aumento em relação ao contra 

le, enquanto que com a dosagem maior (15 Krads) ocorreu um 

pequeno decréscimo. 

Por outro lado houve um aumento no teor de 

Nitrogênio Solúvel, · senck} esse-aumente. proporcional .. à dose 

de radiação empregada. 

Quando se analisou o teor de proteína, veri 

ficou-se que houve um pequeno decréscimo em ambos os trata 

mentos com irradiação quando comparados ao controle, nao 

havendo porém diferenças·significantes entre os tratamentos 
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com 5 e 15 Krads. 

Os resultados das análises de Nitrogênio To 

tal e Nitrogênio Solúvel e proteinas estão ilustrados na Fi 

gura 7. 
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FIGURA 7. Valores relativos da concentração de Nitrogênio 
Total, Proteina Solúvel e Nitrogênio Solúvel na 
matéria seca de calos submetidos a diferentes 
doses de radiação. 
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Em 1970 BAJAJ demonstrou que nao houve dife 

renças significantes no Nitrogênio Total a baixas doses de 

radiação gama (0,5 e 1 Krad) em cultura de calos de feijão, 

mas a partir de 2 Krads houve um aumento gradual com aumen 

to na dosimetria. O autor observou airida um decréscimo no 

teor de proteina nas mesmas condições. Por outro lado, FOW 

LER e Mac QUEEN (1972), verificaram que nao ocorreu nenhu 

ma alteração no conteúdo de proteína em plântulas de trigo 

originadas a partir de sementes irradiadas. HAGEN e GUNCKEL 

(1958} também observaram que nenhuma alteração ocorreu no 

nível de proteína em fumo, mas o nível de aminoácidos sofreu 

aumentos significantes. 

Os efeitos da radiação sobre a sintese de 

proteínas em plantas não estão ainda claramente definidos e 

GUNCKEL e SPARROW (1961), afirmam que há pouca razao 

suspeitar que a síntese de proteína seja um processo 

co .quando se considera danos caus-ados pela radiação. 

para 

criti 

De acordo com IQBAL (1974), hã resultados 

contraditórios quando se analisa o efeito da radiação em 

plantas com relação ã síntese de proteínas e o mecanismo

especifico desse efeito não está claramente definido. 

Quanto aos aminoácidos, como se pode verifi 

car pela Tabela 3, os níveis dos mesmos mostraram-se prati 

camente inalterados. 
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TABELA 3. Teor de aminoácidos totais nos calos submetidos 

a três tratamentos (zero, ·5 e 15 Krads). Os re 

sultados apresentados, são a média de cinco a 

mostras para cada tratamento. 

Trata:i;nentos g/100 g proteína 
Aminoácidos 

Krads 5 Krads 15 Krads 

Lisina 4,47 4,34 4,30 

Histidina 2,41 2,30 2,42 

Arginina 2,23 2,28 2,53 

Ac. Aspãrtico 12,91 12,03 10,28 

Treonina 2,29 2,06 2,39 

Serina 2,43 3,01 2,77 

Ac. Glutâmico 7 ,_76 6,90 8,62 

Prolina 2,32 2,07 2,40 

Glicina 6,97 7,89 7,69 

Alanina 3,98 4,59 6,33 

Valina 2,50 4,14 3,03 

Metionina 0,30 0,39 0,31 

Isoleucina 2,02 2,39 1,92 

Leucina 3,6 4,54 4,07 

Tirosina 2,23 2,24 2,06 

Fenilalanina 1,88 1,91 2,16 

Amônia 5,79 5,34 5,44 
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Respostas similares àquelas observadas para 

o efeito da radiação sobre a sintese de proteínas também são

encontradas para o teor de nitrogênio e aminoácidos (BAJAJ, 

1970). 

4.2.2. ANÁLISE DOS CARBOIDRATOS 

A análise dos níveis de açúcares tanto de 

Açúcares Solúveis Totais como Açúcares Redutores nos trata 

·mentes com 5 e 15 Krads mostrou variações em relação ao con

trole.

O teor de Açúcares Redutores nos.tratamentos 

com irradiação aumentou, principalmente quando os calos fo 

ram irradiados com 15 Krads, como pode-se verificar na Figu 

ra 8. Provavelmente isso tenha ocorrido devido a uma degr� 

dação de polissacarideos estruturais provocados pela dose 

de radiação empregada. Aliás·, como citado no item 2.2. , 

WOODSTOCK (1967), notou diferenças na respiração entre semen 

tes de diversas plantas irradiadas e não irradiadas; INOWE 

(1939) também observou liberação de Açúcares Redutores em 

sementes e plântulas de arroz em crescimento e KUROBANE 

(1979) notou uma liberação quatro vezes maior de Açúcares Re 

dutores quando sementes de cevada foram submetidas a 500 

Krads de radiação gama. Além disso, o número de mitocôn 

drios aumentou com o aumento na dose de radiação empregada. 
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FIGURA 8. Valores relativos da concentração de Açúcares Re 
dutores e Açúcares Solúveis Totais em matéria s� 
ca de calos de cana-de-açúcar submetidos a dife
rentes doses de radiação. 
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A liberação de açúcares redutores nos trata 

mentos com radiação, pode indicar que, num esforço de sobre 

vivência, as vias de produção de energia aceleraram a hidrõ 

lise de carboidratos complexos até monossacarideos mas estes 

não puderam ser aproveitados por outras vias devido a danos 

causados no material celular. 

4.2.3. DETERMINAÇÃO DE ISOENZIMAS 

A análise eletroforética de isoenzimas mos 

trou que houve variações nos padrões de bandeamento de acor 

do com a àose de radiação empregada. 

Para os dois primeiros tratamentos (O e 5 

Krads) a análise de desidrogenase málica , (MDH) apresentou 

uma pequena faixa de coloração na parte mediana do gel, en 

quanto que para 15 Krads a faixa isoenzimática apresentou-se 

mais desenvolvida. 

Os padrões de esterase variam nos três trata 

mentes como mostra o diagrama da Figura 9. Nos três trata 

mentes as bandas localizam-se em regiões definidas do gel 

e o número de bandas variou: 8 para o controle, 7 para 5 

Krads e 5 bandas para 15 Krads. 
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FIGURA 9. Diagrama de isoenzimas de esterase (A) e malato 
desidrogenase (B) obtidas por eletroforese em 
géis de poliacrilamida 7% (ORSTEIN e DAVIS , 
1964) com três diferentes doses de radiação. 
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Esses resultados qualitativos e semi-quanti 

tativos estão indicando que as doses de radiação gama empr� 

gadas tiveram um efeito sobre o perfil isoenzimático das 

células dos calos de cana-de-açúcar. 

No caso de estêrase as atividades das enzi 

mas de maior peso molecular não foram afetadas pela dose de 

radiação, sendo que inclusive uma terceira faixa proteica 

foi observada no tratamento com 15 Krads. Entretanto, as 

isoenzimas de menor peso molecular foram afetadas, uma vez 

que as faixas correspondentes a elas não foram detectadas no 

material tratado com 15 Krads. 

Essas observações sugerem que a ação de do 

ses elevadas de radiação gama, possivelmente seja ao nível 

de síntese proteica, na transcrição, na tradução ou em am 

bos. 

Como mostram as fotografias de células 

diadas com 15 Krads, as mesmas nao apresentam aspecto de 

lulas ·com desenvolvimento normal e ·os núcleos aparecem 

torcidos. 

irra 

ce 

dis 

Dessa forma a radiação gama estaria interfe 

rindo no desenvolvimento fisiológico das células de cana-de

açúcar "in vitro", afetando o crescimento das mesmas. 

Como se sabe as esterases sao enzimas que 
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cindem ligações de éster de seu substrato em reaçoes bioquí 

micas importantes no desenvolvimento celular, liberando gr� 

pos acetato que são o produto natural para a construção de 

esqueletos carbônicos. 

Por outro lado, a atividade das isoenzimas 

de desidrogenase malica parece não ter sido afetada negati 

vamente pelas doses de radiação gama empregadas,inclusive d� 

tectou-se uma faixa bem maior das mesmas, quando o tratamen 

to foi com 15 Krads. 

Como se sabe a malato desidrogenase tem fun 

çao no metabolismo respiratório das células para a produção 

principalmente de oxaloacetato o qual condensa-se com Ace 

til-Coenzima-A e da início ao Ciclo de Krebs. Os dados do 

presente trabalho, entretanto, nao permitem especulações 

maiores referentes a ação da radiação gama no comportamento 

das isoenzimas de malato desidrogenase, apesar de que a lar 

ga faixa obtida com 15 Krads, possa estar indicando um efei 

to positivo. Além disso as fotografias ao microscópio ele

trônico de calos irradiados çom 15 Krads, mostram um grande 

número de mitocôndrias presentes, indicando uma atividade 

respiratória intensa. 
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5, CONCLUSÕES 

Os dados obtidos no presente trabalho permi 

tiu concluir que das doses de 5 e 15 Krads de radiação gama, 

às quais foram submetidas células de calos de cana-de-açúcar 

a dose de 15 Krads alterou o material celular ao nível de ul 

traestrutura, bem como o metabolismo de carboidratos e de 

protelnas inclusive o desempenho das isoenzimas de esterase 

e malato-desidrogenase. 

A necrose e morte das células irradiadas com 

15 Krads mostra que a sintese de compostos celulares 

tantes foi afetada. 

A deformidade encontrada nos núcleos dessas 

células sugere que a síntese de proteínas não ocorreu de ma 

neira normal como nas células não irradiadas. Por outro la 

do, organelas citoplasmáticas tais como mitocôndrios tem 

pacidade de se autoduplicar e observa-se então um grande 

ca 

nu 



mero desta no citoplasma, o que justificaria a nao 

ção no teor total de protelnas. 

54. 

diminui 

Apesar desses fatos, estudos mais detalhados 

são necessários com relação a influência da radiação sobre 

os diferentes componentes celulares ou mesmo sobre diferen 

tes enzimas ou metabÓlitos importantes para o desenvolvimen 

to das células. 
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