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ABREVIAGDES USADAS

No presente trabalho foram usadas abreviaturas, prin

cipalmente as restacionadas a seguir:

RNA = Acido ribonucleico

2,4-D = Acido 2,4-Diclorofenoxiacético
2,4-DB = Acido 2,4-Diclorofenoxibutirico
NAA = Acido naftaleno acético

m.s. = materia seca

CV. = cultivar

var. = variedade
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COMPORTAMENTO BIOQUIMICO E FISIOLOGICO DE PLANTAS DE CANA-DE-

ACUCAR (Saccharum spp. var. NA56-73) REGENERADAS IN VITRO E EM
PRESENGA DE HERBICIDAS.

ISAAC STRINGUETA -MACHADO

ORIENTADOR: PROF. DR. OTTO JESU CROCDMO

RESUMO

Plantas de cana-de-aglcar (Saccharum spp var.

NA56-78) tolerantes ao ametrin (4-etilamino-6- isopropilamino-’

2-metiltio-1,3,5,-triazina) e dalapon (acido 2,2-dicloropropic
nico) foram regeneradas através da cultura de tecidos, em pre
senga de diferentes concentragoes dos herbicidas (0, 20, 40,80

e 160 ppm) nos meios de cultura indutores da parte éérea e
raiz. 0 experimento foi conduzido na Segao de Bioquimica de
Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, por um pg

riodo de 10 semanas; os frascos de cultura foram incubados a
o . . ~ .

uma temperatura de 24 C e iluminagao fluorescente-incandescen-

te. A frequencia de regeneragao das plantas foi feita através

de avaliagoes visyais semanalmente.

A maior regeneragao de plantas de cana-de-agl

car tolerantes foi observada no tratamento com o herbicida tri

*
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azinico ametrin; mesmo na concentragao de 40 ppm, onde foram ob

tidas plantas inteiras. 0 dalapon mostrou ser o mais fitotdxico
inibindo, na concentragao de 20 ppm, a regeneragao da parte ae

rea.

Foi realizado ainda, um estudo do comportamento
anatomico-fisioldgico de plantas de cana-de-aglcar da mesma va

riedade, regeneradas em cultura de tecidos e cultivadas em so

lugao nutritiva completa de Hoagland e Arnon em diferentes com
binagoes: temﬁo de exposigao (0, 2, 8, 32, 128 e 512 horas) -
concentragao de dalapon (0, 25, 50 e 75 ppm). As plantas regeng
radas foram testadas em casa de vegetagao, por um periodo de 6
semanas e avaliadas através de medidas semanais de crescimento;

produgdo final de matéria fresca e seca e quantificagdo das pro

teinas e agucares sollUveis totais e redutores.

0 dalapon apresentou progressiva inibigao do
crescimento das plantas em combinagoes crescentes superiores
a 32 horas de exposigao - 25 ppm do herbicida. Efeitos terato

génicos na formagao das plantas foram também observados. Combi

nagoes superiores a 32 horas de exposigao - 50 Ppm de dalapon
promoveram aumento na estimativa do teor de proteinas, pela
elevagao dos niveis de nitrogenio total . ﬁa planta. A presen-
ga de dalapon na solugao nutritiva nao alterou ou provocou a

diminuigao do teor de aglUcares sollveis totais e redutores das

plantas testadas.
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Os resultados diferem parcialmente dagqueles - ob
tidos em outros estudos da agao fitotoxica dos mesmos herbici
das em cultura de ceélulas de cana-de-aglcar nao diferenciadas
OouU naquelas plantas propagadas e cultivadas de maneira conven
cional. Isso evidencia a ocorréncia de variagao somaclonal nas
plantas regeneradas na cultura de tecidos. A técnica de regene
ragao de plantas prestou-se, portanto, a indugao de variabili-
dade genética, ou a manifestagao de variabilidade genética na

tural ja existente na populagao original.
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BIOCHEMICAL ANO PHYSIOLOGICAL BEHAVIOUR OF SUGARCANE PLANTS
(Saeccharum spp. var. NA56-79) REGENERATED IN VITRO AND IN

PRESENCE OF HERBICIDES

ISAAC STRINGUETA MACHADO

ORIENTADOR: PROF. DR. OTTO JESU CROCOMO

SUMMARY

Tolerant sugarcane plants (Saceharum spp var.
NA56-78) to ametryn(4-ethylamino-6-isopropylamino-2-methyltio-
1,3,5,-triazine) and to dalapon (2,2-dichloropropionic acid)
were regenerated throﬁgh tissue culture, with different herbi
cidal concentrations (0,~20; 40, 80, 160 ppm) in induction cul
ture medium of shoot and root. The research was led at + the
Plant Biochemistry Sgctor, Centro de Energia Nuclear na Agri
cultura (CENA, USP, Piracicaba-SP) for a period of 10 weeks;
the culture flasks were incubated at 24°C under fluorescent-

incandescent light. The frequency of plant regeneration was

evaluated through weekly scores.

At 40 ppm ametryn a great number of plants was

regenerated. On the other hand, dalapon at 20 ppm inhibited

plant regeneration.
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Morphological - physiological observation were

made in the callus-regenerated plants wich were grown in HqE
gland and Arnon's complete mineral nutrient solution in dif{g
rent combinations: exposure time (0, 2, 8, 32, 128, 512 hours)-
dalapon concentration (0, 25, 50, 75 ppm). The regenerated
plants were maintained in the greenhouse, for a period of 6
weeks and their growth was .measured weekly. Final production of
fresh and dry matter was made as well as the guantification of

proteins and total soluble and reducer sugars.

Progressive inhibition of plant growth was ob
served as dalapon concentration increased in the nutrient solu
tion mainly in combinations above 32 hours of exposure - 25ppm

of herbicide. Teratogenic effects in the plant formation were

also observed. Combinations above 32 hours of exposure - 50ppm
of dalapon caused an increase in the estimative of protein
content, by rising the total - nitrogen levels in the 4 plant.

The presence of the herbicide in the nutrient solution did not

change total soluble sugar and reducing sugar content of the

plants.

The results were different from those obtained
in other studies of phytotoxic action, using the same herbici
des in cultures of non-differenciated sugarcane cells or on

those plants cultured in the conventional way. This demons

trates that possibly somaclonal variation has ocurred. The <Zn
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vitro plant regeneration technigque has served, therefore, to
induce genetic variability, or to show natural genetic variabi

lity already existing in the original population.



1. INTRODUGAD

Ds varios tipos de herbicidas empregados atual-
mente no controle quimico de plantas daninhas na cultura de ca
na-de-agucar (Saqecharum spp)}, podem provocar significantes al
teragoes nos processos fisioldgicos da prépria planta cultiva-
da in vitro. E portanto, de grande utilidade a obtengao de
variantes clonais de plantas resistentes aos herbicidas, espe
cialmente das plantas cultivadas comercialmente. Isto certamen
te deve facilitar os estudos do modo de agao desses compostos

quimicos no organismo vegetal.
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Deve—se reconhecer que, exceto para os efeitos

empiricos sobre o crescimento e rendimento de agucar, pouquis
sima informagao acompanha o produto comercial em relagao a
seu modo de agao, suas limitagdes ou seu potencial na promo-
gao de crescimento, na regulagao da produgao de agucar ou,
ainda, sobre os tipos de variagoes que pode induzir na planta
(ALEXANDER, 1973). Partindo-se deste ponto de vista aprecia-
se a necessidade de novas ferramentas com as quais possa ser
examinado ou avaliado rapidamente o potencial bioquimico de
um produto comercial. E por esta razao que alguns pesquisado
res adotaram a cultura de células ou tecidos para explorar
os efeitos de produtos quimicos (NICKELL, 1967 a, b; NICKELL

e MARETZKI, 1970; ZILKAH e GRESSEL, 1977 a, b; ZILKAH et al<i<,

1877; OSWALD et alZZ, 1978; SMITH, 1979; CROCOMO et allz,

1979; 1981 a, b, 1982 e CROCOMO e OCHOA-ALEJO, 1983).

Apesar da cultura de celulas vegetais ter sido
desenvolvida ha muitos anos atras, ela nao tem sido amplamen-
te usada em estudos metabolicos sobre toxicidade. Além disso,
os resultados de fitotoxicidade em cultura de celulas ou teci

dos de cana-de-aglcar (Saccharum spp) até hoje publicados nao

tem sido comparados simultaneamente com o efeito em plantas

intactas.

0 principal acontecimento registrado na cultu-

ra de celulas e tecidos vegetais foi a regeneragao de plantas
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a partir de calo e célula isolada. A regeneragao e um claro
reforgo para o conceito da totipoténcia, a capacidade informa-
cional inerente das células em produzir um organismo inteiro
de comportamento anatomico-fisioldogico identico ao original.
Assim, teoricamente, uma pequena porgao de calo, aglomerado de
células nao diferenciadas, pode possuir um milhdoc de células
totipotentes, representando um milhao de plantas em cultura de
tecidos, com um tempo de geragao de poucos dias. A regeneragao
da planta Zn vitro nao e somente a base de muito da nossa tec
nologia celular atual, mas também significa um acontecimento
historico na biologia basica (GRESSEL, 1980). O0Os fatos da cé
lula possuir todas as suas organelas desenvolvidas, fazendo tu
do o que a planta inteira faz, e ainda a rapidez de obtengao
da planta regenerada, tornam essa técnica bastante interessqg
te e importante nos programas de obtengao de linhagens de plan

tas tolerantes a herbicidas.

Dos estudos dos efeitos de herbicidas sobre
a cana-de-aglUcar (Saccharum sppi, possivelmente um dos
achados mais importantes foi a consistente indugao da diferen-
ciagao celular e em alguns casos promogao do crescimento da
planta pelo dalapon (dcido 2,2-dicloropropionico) (FAWCETT et
alii, 1956; NICKELL, 1967 a, b e BARBA e NICKELL, 1969), herbi
cida ha muito anos usado no contrele de plantas daninhas. A

natureza de seu modo de agao, contudo, ainda permanece obscura.



'040

Assim, devemos considerar a grande importancia
de novos métodoé de avaliagao do potencial bioquimico dos pro-
dutos quimicés comerciais; a necessidade de obtengao de clo
nes. de cana-de-aglUcar (Saccharum spp) tolerantes a herbicidas
e suas consequentes vantagens; a cultura de tecidos como tecni
ca de comprovada utilidade nos modernos programas de melhora-

mento vegetal e a escassez de experimentagao cientifica na

|area.

Diante do exposto, nos propusemos a realizar o

presente trabalho. 0 seu objetivo primario foi o de comparar
alguns dos efeitos do ametrin (4 - etilamino - B - isopropila-
mino - 2 - metiltio . 1, 3, 5 - triazina) e dalapon (acido 2,2

dicloropropionico), herbicidas frequentemente usados no comba-
te as plantas daninhas na cultura da cana-de-agucar (Saccharum
spp). Do segundo herbicida, pretendeu-se ainda, uma observa-
¢geo do seu efeito sobre plantas obtidas por regeneragao a par-
tir de celulas cultivadas ©n vitro. Um novo aspecto de  ava-

liagao do modo de agao deste herbicida, pois os resultados até

o momento obtidos por outros pesquisadores, referéem-se a sua
agao sobre cultura de celulas nao diferenciadas (calos) ou
planta inteira propagada de maneira convencional. Estes estu-
dos proporcionariam ainda a complementagao e confirmagao de

protocolo para regeneragao de plantas de cana-de-aglGcar (Sac-
charum spp) tolerantes a herbicida, da Segao de Bioquimica de
Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP],

onde os mesmos seriam realizados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Com a introdugao dos herbicidas no comércio,
ha trinta anos atras, Abel (1954) e Harper (1856) citados por
GRESSEL (1978), fizeram predigoes de que o uso repetitivo des

ses produtos, deveria acarretar uma selecaoc de plantas resis-
tentes. Isto seria semelhante ao que vinha ocorrendo com ou
tros grupos de pesticidas, simultaneamente langados;: das dro
gas éntibiéticas aos raticidas. Sugeriu-se por isso, que her
bicidas e culturas fossem alternados, -evitando-se assim, o

seu uso continuo. Contudo, sabe-se hoje da existéncia de mui

tos agricultores que nao obstante a recomendagao original, u-



.DS.

tilizaram-se do mesmo herbicida continuamente, na mesma cultu
ra e na mesma area. Nesses casos nao se observou selecgao apa
rente de mutantes resistentes das espécies de plantas dani-
nhas, que se reproduziam sucessivamente. Um bom exemplo e o
2,4-D, herbicida seletivo largamente usado no controle de
plantas daninhas dicotiledoneas, com frequencia anual de apli
cagao, sem rotagao de cultura e em muitos lugares por mais de
25 anos. Contudo, nenhum caso de resistencia genetica a este

herbicida foi até agora observado.

GRESSEL (1978) registrou uma bem substanciada
excegao, concernente aos herbicidas triazinicos. Esses produ
tos sao mais persistentes no solo que os demais herbicidas,
permanecendo ativos por meses e até anos, dependendo do solo
e clima (FRANK et alzi, 1983). Segundo FRYER e MAKEPEACE
(1972) esses herbicidas no cultivo do milho (Zea mays) e em
viveiros comerciais de mudas, sao frequentemente aplicados,
duas vezes ao ano. Desta forma devem exercer maior pressao
de selegao que os herbicidas foiiares de contato e aqueles

gque sao rapidamente degradados.

Apesar do uso continuo de herbicidas, somente
poucos casos de resistencia geneética tem sido registrados.
GRESSEL-e SEGEL (1878) sugerem que isto seja devido a combinE.
cao da baixa pressao de selecao da maioria dos herbicidas; a
menor capacidade das linhagens de plantas daninhas em compe-

tir e reproduzir na ausencia do herbicida; a habilidade das
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plantas daninhas susceptiveis produzirem maior quantidade de
sementes que as resistentes, apds a aplicacgao do herbicida; e
ainda, o solo funcionando como um grande reservatério de se
mentes de plantas daninhas susceptiveis. Nos poucos casos re
gistrados de resistencia genética a herbicidas, uma alta pres
sao de selegao mostrou ser de grande importancia. Contudo,
as condigoes para se obter alta pressao de selegaoc no campo

sao dificeis, senao impossiveis de serem estabelecidas e man-

tidas por um longo periodo de tempo.

Quando a totipotéencia das células foi demons-
trada, como a capacidade de uma célula em regenerar uma plan-
ta inteira, abriram-se novas perspectivas no campo da geneti-
ca de plantas. O0s recentes avangos no isolamento e cultura
de celulas, tecidos e protoplastos, permitem uma rapida sele-
gao de mutantes naturais, que existem em uma certa populagao
de celulas, ou entao, o aumento na frequéncia de mutagao atra
vés do uso de mutagenicos. Essa nova tecnologia permite a ma
nipulagao de grandes populagdoes de células, em espagos peqgue

nos e pouco tempo de duragao (CROCOMO e OCHOA-ALEJGO, 1983).

GRESSEL (1980) ao avaliar o uso da cultura de
células na pesquisa com pesticidas, mostrou ser de grande im-
portancia a obtengao de linhagens de plantas resistentes aos
herbicidas, principalmente aquelas de interesse economico. O
uso da cultura de tecidos nesses programas de selegao & muito

mais vantajoso que os programas tradicionais; isso €& devido
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g0 fato de se ter com esta técnica, o mesmo nimero de unida-
des totipotentes por unidade de area, acarretando redugao de
custo e trabalho.

A cultura de celulas, tecidos, protoplastos e
6rgaos como uma nova tecnologia, capaz de manifestar a totipo
téncia das celulas somaticas, foi originada das especulagoes
cientificas do Professor Haberlandt na Alemanha do comego do
séeculo. Tres decadas depois aconteceram os primeiros suces-
sos de White, que manteve apices de raizes de tomate (Lyco-
persicum esculentum) in vitro, por um tempo indeterminado.Mui
tas outras contribuigoes foram feitas, mas o maior impulso
aconteceu no periodo de 1855 a 1865, com a demonstragao da to
tipotencia das células de plantas superiores . CESTARI (1975)
define a cultura de tecidos como o cultivo de células, teci-
dos e fragmentos de 6rgaos fora do organismo, em meios natu

rais ou artificiais, e geralmente, em recipientes esteriliza

dos de vidro. E a maneira de se conservarem os tecidos vivos
em laboratorio, por um tempo limitado ou indefinidamente, pa-

ra fins de investigagao bioldgica. Inicialmente, foi um méto

do voltado para o crescimento do tecido Zm vitro, que permi

tia o estudo do comportamento das caracteristicas e das neces
sidades das células em cultura, na auséncia de interferencias

do organismo. Atualmente € um método que fornece a Biologia

um vasto campo experimental.

A totipotencia das celulas relacionada com as
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plantas de propagagao vegetativa, implica em que todas as ce-
lulas diferenciadas, com excegao daquelas que sao programadas
exclusivamente para cumprir um padrao restrito de especializa
gao, possuem uma grande capacidade em manifestar todo o seu
potencial genético e desenvolve-lo através de padrdoes seme-
lhantes aos de um zigoto, conduzindo assim a formagao de uma
nova planta. Este conceito vem esclarecer que.-células em ii
reversiveis processos de diferenciagao, como as traquéias e
tubos vasculares, podem nao expressar totipotencia. Assim,
totipotencia de uma célula de planta & sua diferenciagao em
uma planta completa, atraves de estdgios semelhantes ao de um
embriao (RAGHAVAN, 1977).

EVANS et alii (1881) confirmam ser o aumento
nas colheitas, o principal objetivo da pesquisa em cultura de
tecidos de planta. Observam que antes das técnicas genéticas
celulares poderem ser aplicadas no melhoramento vegetal, pre-
cisamos obter protocolos de laboratorio mais claros e comple
tos para a regeneragao de planta Zn vitro. Justificam esta ob
servagan através da citagao de diversos trabalhos sobre rege-
neragao e propagagao de plantas in vitro, publicados nos alti
mos anos. £ impossivel a obtengao direta de informagao neces
saria, para reproduzir tais experimentos. Os artigos nao tri'
zem nenhuma informagao acerca da obtengao do explante, meio

de cultura ou concentragao de hormonios.

A regeneracgao de plantas pode ser utilizada pa
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ra a obtencgdo de mﬁtantes geneticos, induzidos <Zn vitro. Por
exemplo, mutagenese, fusao de protoplasto ou DNA recombinan-
te, apos serem usados para modificar geneticamente a célula
da planta, requerem propagagao do material, para assim, serem
descobertas as alteragoes induzidas. Por outro lado, existem
evidéncias de QUe o simples uso da técnica de regeneragao de
planta, pode originar populagoes de individuos, que contenham
uma grande variabilidade genética, ou seja ocorre variagao so
maclonal. Assim, a cultura de tecido pode ser usada para in-
duzir variabilidade genética, ou para manifestar a variabili-

dade genética natural ja existente.

LIU et aliz (1972) observaram variagao morfold
gica no perfilhamento e estruturagao de plantas de cana-de-a
gucar (Saccharum spp), regeneradas de cultura de tecidos. As
mudangas morfologicas ou citogeneticas, ocorrendo em plantas
diferenciadas, sao uma grande confirmagao da variabilidade ge
nética originada atraves do cultivo de calos. O uso da tecni
ca da cultura de tecidos, oferece ainda, um meio excelente de

obtengao de plantas propagadas assexuadamente.

Obviamente, o ponto chave para o desenvolvimen
to de uma nova variedade, esta baseado no fenomeno da diferen
ciagao, ou seja, na habilidade de regenerar plantas a partir
de celulas que foram modificadas geneticamente, pela cultura
de tecidos (HEINZ et alii, 1877 e CROCOMO et aliZ, 18982). As

plantas regeneradas sao cromossomicamente e .morfologicamente
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diferentes da planta doadora; o que equivale dizer, que essa
capacidade de se obter variabilidade genética, constitui a ba
se teorica para a selegao de mutantes desejaveis para uso a

gronomico (LIU, 1981).

A regeneragao de planta zn vitro>tem sido indu
zida principalmente nas espécies de numerosaé familias de
plantas dicotiledoneas, mas em geral, monocotileddneas tem a-
presentado maior dificuldade de cultivo. Infelizmente, pois
as espécies de gramineas cultivadas comercialmente, sao fon-
tes de nutrigao extremamente importantes. 1Isto vem limitar o
trabalho de muitos pesquisadores, que tem procurado estudar a
regeneragéo de plantas nessas especies. Nesse contexto, en-
tretanto, a cana-de-aglcar (Saccharum spp) constitui uma exce
cao, pois nao tem apresentado dificuldades na regeneraqéo de
planta Zn vitro e € também uma das principais culturas econo-
micas das regioes tropicais e subtropicais. Os pesquisadores
nao tem poupado esforgos, no sentido de aumentar os rendimen-
tos, atraves da obtengao de melhores wariedades, resistentes

as doengas ou aos pesticidas (EVANS et alzZ, 1881),.

Das variedades de cana-de-aglcar (Saccharum
spp) empregadas no Brasil e em especial na regiao centro-sul,
& .wvariedade NA56-79 € umadas mais importantes, pela extensao
do cultivo e pelas qualidades inerentes: medianamente exigen-
te em agua e fertilidade; tombamento regular; despalha facil;

produtividade agricola razoavel no primeiro corte, mas possui
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dora 48 boa capacidade de brotagao nas socas, mesmo em condi
goes adversas; e rapido desenvolvimento, fato que & torna in-
dicada também para cana de ano em algumas regioes, sob certas
condigoes favoraveis. Apresenta alta relagao caldo/cana, sen
do porém, o poder de germinagao relativamente baixo e o perfi
lhamento reduzido, o que deve ser compensado pela utilizagao
de maior quantidade de mudas por ocasiao do plantio. Doengas

como Carvao, Escaldadura e Mosaico nao sao limitantes, mas e-

xigem cuidados especiais (BASSINELLO et alzii, 1876).

0 ciclo do melhoramento genético em cana-de-a-
gucar (Saccharum spp) leva geralmente de 12 a 14 anos e, com
longo tempo envolvido antes gue uma nova variedade seja comer-
cialmente liberads, a indUstria do aguUcar pode enfrentar de-
clinio de produgao, devido a degeneragao das varieédades, Em
adigao a isto, o principal problema estd em testar o poten
cial da planta melhorada, por falta de material suficiente a
ser plantado. As provas de campo geralmente requerem de
30.000 a 40.000 clones . para plantar 1 hectare. Com o auxi
lio da cultura de tecidos, esses problemas podem ser solucio-
nados visto que, ao final de cerca de 10 meses, €& possivel ob
ter material suficiente para plantar 1 hectare atraves dessa
técnica (BARBA et alzz, 1977).

Os sistemas de cultura de <ceéelulas de planta

tem um uso potencial no estudo de compostos fitotoxicos, pois

eles oferecem um sistema axénico, com quase todas as células
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metabolicamente ativas. Além disso, essa técnica pode ser u-
sada como um microteste rapido, para determinar fitotoxicida-

de. As células ou tecidos mantidos Zn vitro, tem como vanta-

gem a de nao apresentar cuticula, e portanto, nao precisam
muito do transporte intercelular. No entanto, segundo GRES-
SEL et ali? (1978), os efeitos em celulas cultivadas podem

nao espelhar a sensibilidade das plantas intactas. Embora as
células sejam totipotentes, sao bem menos diferenciadas que a
planta, e nem todos os sistemas bioquimicos estao operando.
Pode ser problematico o caso ae obtengao de resistencia a um
herbicida, que apresenta seletividade baseada em espessura ou
composigao da cuticula da planta. Por outro-lado, um herbici
da que atue somente por interagao com o sistema fotossinteti-
co, como o caso dos herbicidas triazinicos, nao deveria matar
células aclorofiladas. No entanto, OCHOA-ALEJO ét alii (1981)
e CROCOMO et qlii (1981 a) e demais autores citados pelos mes
mos, demonstraram o efeito deletério do herbicida triazinico
na cultura de células que nao estao fotossintetizando. Assim,
se as células em cultura reagem semelhantemente a uma plan
ta, e de se esperar a sua representatividade na planta intei-

ra.

A seletividade ao herbicida ocorre a diferen-
tes niveis, porém principalmente a nivel morfoldgico: tempo
de tratamento em relagao a germinagao da cultura em questao,

penetragao seletiva, migracao, etc. Desta forma, a cultura
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de células ou tecidos pode ser menos seletiva para os herbici
das-do que para as plantas inteiras. Outros problemas 1levan
tados por GRESSEL et alii (1978) referem-se a consideragoes
sobre a dependéncia do efeito do herbicida, em relagao ao ta-
manho e idade da planta, a fase de crescimento do calo, e mes
mo a composigao do meio onde ele e mantido. 0 tamanho J;
planta pode afetar a efetividade de um herbicida. De modo se
-melhante, quando calos de diferentes tamanhos sao transfer{t
dos para meio contendo herbicida, eles apresentam diferentes
susceptibilidades a inibigao 'do crescimento (ZILKAH e GRESSEL,
1977 a). Células na fase exponencial do crescimento e aque-
las na fase estacionaria sao afetadas de maneira diferente pe
lo herbicida (GRESSEL et aliZ, 1978). A composigao hormonal
do meio tambéem influencia a sensibilidade ao herbicida. Um ni

vel maior de 2,4-D foi necessario para inibir o crescimento
de calos de Solanum spp, mantidos em um meio contendo NAA-ci-
netina, quando comparado com calos em meio com baixo nivel de
hormonio (ZILKAH e GRESSEL, 1977 a).

Estudo sobre o efeito comparativo de herbici-

das, em celulas cultivadas Zn vZitro e em plantulas, foi desen

volvido.por 2ILKAH e GRESSEL (1977 a, b) e ZILKAH et alit
(1977). 0s efeites de 22 herbicidas foram testados sobre‘
plantulas, calos e células de 4 especies de plantas (Solanum,
Lycopersicum, Cirsium e Chrysanthemum). Nesse caso, houve

uma correlagao positiva entre os efeitos fitotoxicos, provoca
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dos pela maior parte dos herbicidas, no material cultivado em

meio sintético.

SWANSDN e TOMES (1980) obtiveram resisténcia
ao 2,4-D isolando linhagens de calos de Lotus corniculatus
cv. Leo. Duas linhagens de calos selecionadas: uma mostrando

rapido crescimento e outra com menor crescimento, na presenga
-1
de 1 mg. £ de 2,4-D.

CROCOMO et alii (1981 a) avaliaram os efeitos ”

de dois herbicidas e um amadurecedor quimico, no crescimento
de calos, derivados de explantes do internddio foliar de tres
variedades de cana-de-aglcar (Saccharum spp). Foram observa-
das respostas diferentes aos herbicidas: ametrin (triazina) e
dalapon (&cido alifatico) e ao amadurecedor mefluidide, usa-
dos em concentragoes de 0, 20, 40, 80 e 160 ppm. Os calos da
'variedade CB41-76 apresentaram maior sensibilidade aos tres
compostos, que aqueles das variedades IAC48-65 e NAS56-79, que
mostraram um mesmo grau de tolerancia. Dos tres compostos, a
metrin foi o que mostrou maiores efeitos deletérios nas tres

variedades estudadeas.

Outros trabalhos sobre fitotoxicidade em cultu

ras de celulas foram desenvelvidos por DAVIS et alziz (1972),
DIAZ-COLON et alii (1972) e BOYEY et alii (1974). Estudos so

bre o mecanismo de agao dos herbicidas em células isoladas,

também tem sido relatados (ASHTON et alzz, 1977 e aqueles ci-
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tados por GRESSEL, 1980).
Chaleff e Persons (1978), citados por GRESSEL
(1980), foram os primeiros a registrar a obtengao de plantas
resistentes a herbicidas, e regeneradas na cultura de tecidos.
Nesse trabalho os autores regeneraram plantas ae fumo (Nicotig
na tabacum) resistentes ao picloram. E de espécial interesse,
pois a selegao aconteceu sem o uso de mutagenicos ou haploidi
zagao. Radin e Carlson (1978), tambem citados por GRESSEL
(1980), foram pioneiros na selegao de plantas resistentes a
herbicidas, de agao direta na fotossintese. Selecionaram para
resistencia a bentazon e phenmediphan, usando a mesma planta,

e a mesma tecnica de cultura de tecidos.

0 ametrin (4 - etilamino - 6 - - isopropilamino
- 2 - metiltio - 1, 3, 5 - triazina) €& um herbicida que perten
ce ao grupo das triazinas. Os herbicidas triazinicos tem mos-

trado efeitos inibitérios sobre todos os G6rgaos de plantas iﬂ
tactas. Isso tem sido atribuido a inibigao da fotossintese co
mo sitio comum de agdo (ASHTON e CRAFTS, 1973). 0 sitio de
agao dos herbicidas triazinicos € ao nivel do fotossistema II.
Em celulas isoladas de folhas, a atrazina - herbicida triazi-
nico - inibe a fotossintese, e a sintese de proteina, RNA e
lipidios (ASHTON et aliZ, 1977). Por outro lado, o estimulo
do crescimento vegetal por triazinas, também tem sido observa-

do (ESSER et alii, 1975). NADAR et aliz (1975) observaram

ainda uma promogao no crescimento de cultura de calos de sor
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go (Sozghum.bicolor L. Moench), pelo uso de doses nao letais

de herbicidas triazinicos. Entretanto, o estimulo ou inibi-

gcao do crescimento, depende da concentragao do herbicida e do

tipo de planta (DE VRIES, 1963; GOREN e MONSELISE, 1965 e FRE

NEY, 1965). A inibigao do crescimento de células de cana-de —
aglcar (Saccharum spp.)aclorofiladas, sugere a existéncia de

outros sitios de agao do ametrin, como tem sido proposto para

os herbicidas triazinicos (JORDAN et alii, 1866; EBERT e VAN
ASSCHE, 1969; ASHTON e URIBE, 1962; ASHTON et alii, 1977

.
H]

CROCOMO et aliZ, 1981 a e OCHOA-ALEJO, 1983).

0 acido 2,2-dicloropropionico, comumente conhe
cido por dalapon, & um composto alifatico clorado, usado am-
plamente como herbicida. Este composto quimico foi dado a co.
nhecer em 13951, pela Dow Chemical Company dos Estados Unidos,
e desde entao vem sendo testado extensivamente em todo o mun-
do. Os sintomas fitotdéxicos deste herbicida sao caracteriza-
dos pela inibigao do crescimento, clorose foliar e mas forma-

goes, especialmente na regiao apical da parte aérea (ASHTON e

CRAFTS, 1973).

Em cana-de-aglcar (Saccharum spp) tem sido cons
tatado que o dalapon produz injdria durante o brotamento nor-
mal, havendo inibigao parcial ou total desse processo (ROCHE-
COUSTE, 1967). COSSIO et aliZ (1977) estudandoc a tolerancia
a este herbicida, em cinco variedades de cana-de-agucar (Sac

charum spp), observaram redugao no perfilhamento das plantas tra
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tadas. Mostraram ainda, a existéencia de algumas diferengeas,
na tolerancia a acao do dalapon; a variedade NA56-73, em con
traste com as démais variedades tratadas, mostrou ser uma das
mais sensiveis aovherbicida. Em milho (Zea mays) e pepino
(Cucumis sativus), o daiapon inibiu o alongamento das raizes
primarias (INGLE e ROGERS, 1961 . Doses nao letais de dalapon

reduzem progressivamente a taxa de crescimento de Lemna minor

e Salvinia natans (PRASAD e BLACKMAN, 1965 a, b).

WILKINSON (1862) comparou os efeitos de diver-
sas concentragoes de dalapon, em diferentes tempos de exposi-
gao, cultivando cevada (Hordeum vulgare) em solugao mineral
nutritiva de Hoagland e Arnon. Dalapon mostrou-se toxico na
concentragao de 143 ppm, quando as raizes das plantas foram e x
postas ao herbicida, por um tempo de 32 horas. As raizes ex-
postas a 14,3 ppm de herbicida por 512 horas, originaram plan-
tas raquiticas, de cor escura e com muitos rebentos. Uma quei
ma progressiva, na base das folhas, indicou o efeito "tempo de
exposigao-concentragao”. 0 crescimento das plantas foi tanto

mais afetado quanto maiores foram as relagoes”tempo de exposi-

gao-concentragao”do herbicida.

NICKELL (1967 a) avaliou os efeitos de varios
herbicidas em cultu?a de celulas, derivadas de 8 variedades de
cana-de-aglcar (Saccharum spp). 0Os efeitos sobre o crescimen-
to e a resposta das diferentes variedades foram os pontos cen

trais de interesse. Possivelmente o achado mais importante



.19.
foi a consistente indugao da diferenciagao pelo dalapon. Isso
aconteceu com aé 8 variedades a uma concentragao de 50 ppm. NI
CKELL (1867 b) estudou o efeito do dalapon sobre a indugao de
orgaos em cultura de tecidos da mesma planta. O0s tecidos cul-
tivados em meio basico contendo 2,4-D foram transferidos, apos
3 semanas, para um meio livre desse regulador de crescimento.
Os tecidos das variedades H.50-7209 e H.49-5 mostraram maior

tendéencia a se diferenciar, mas as custas de um menor grau de

crescimento. ‘Também foram observadas variagoes de cor. Por
outro lado, os tecidos da variedade H.39-7028 apresentaram
tendeéncia a aumentar seu crescimento. FAWCETT et alzZ, 1856,

BARBA e NICKEL, 1969 e LIU et alii, 1972, também observaram o
efeito do dalapon na indugao de diferenciagao e promogao do

crescimento da planrta.

0 dalapon - deve exercer seu efeito atraves de

uma interferencia na sintese do acido pantotenico, um consti-

tuinte da coenzima A, muito importante metabolicamente. Esta
sugestao foi originada do trabalho de HILTON et ali< (1958),
um estudo da agao de varios acidos alifaticos clorados em leve
dura. O dalapon apresenta similaridade estrutural com os aci-
dos propionico e acético, o que torna provavel ser a sua fito-
toxicidade causada por um deslocamento do acido pantédico, im-
pedindo a sintese do acido pantotenico. KING e CHELDELIN
(1948) observaram gue o acido propionico nao clorado interfere

na sintese do acido pantotenico. HILTON et al<Z (18958) primei
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ramente demonstraram inibigao do crescimento de levedura pelos
acidos acético, propionico e isobutirico <cloro substituidos.
Os mesmos pesquisadores em trabalho posterior, mostraram a in-
terferencia do dalapon na sintese do acido pantoténico, compe-
tindo com o acido pantoico pela enzima de sintese do acido pan
totenico. Esta hipotese foi confirmada in vitro e implicou
ser esta enzima, um dos mais importantes sitios de agéo do da-
lapon (HILTON, 1958). MILLER (1958) fez uma Comparagéo do coDn
teddo de acido pantotenico em plantas forrageiras e cereais,
mostrando maiores quantidades nas plantas mais resistentes ao

dalapon.

WILKINSON (1962) mostrou que o dalapon ndo so-
mente interfere no metabolismo do pantotenato, mas também no
metabolismo do pivurato. Por outro lado observou que o herbi-
cida nao afeta a taxa de respiragao, segundo a medigao do con
sumo de oxigénio pela planta. McWHORTER (1961), BOURKE et
alii (1964) e JAIN et alii (1966) também evidenciaram a in-

fluencia do dalapon no metabolismo de carboidratos. Existem

ainda evidéncias de sua agao sobre o metabolismo do nitrogénio
(ANBERSEN et alii, 1962 e JAIN et alii, 1966), na sintese de

lipidios e RNA, e na fotossintese (ASHTON et alz<, 1977).
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3. MATERIAL E METODOS

8.1. Regeneragao da planta em meio indutor da diferenciagao

celular e em presenga de herbicidas

3.1.1. Obtengao dos explantes e indugao de formagao de

calos na cultura de tecidos

Porgoes internodais (toletes) de cana-de-aglcar

{Saccharum spplvariedade NA56-78 foram distribuidas em bande.
jas contendo vermiculite, e germinadas em camara de crescimen

. to Conviron, a ZBDC e com fotoperiodo de 12 horas de luz.

Apos 20 dias de crescimento as plantulas foram
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colhidas, e ap6s a remogao de suas folhas, cortadas em segmen
tos de 5-6 cm de comprimento. Em seguida, foram lavadas em SO
lugao de hipoclorito de sodio comercial a 20% (v/v), renovada
por 6 vezes. Seguiu-se uma lavagem em agua destilada corrente
por 20 minutos, seguida da transferencia do material para fras

cos contendo 200 ml da mesma solugao de hipoclorito de sodio,

e agitagao (180 rpm) por 20 minutos.

Na camara asseptica os segmentos foram transfe
ridos para placas de Petri, contendo agua destilada esteriliza
da, por 3 vezes, sequencialmente. Cada segmento foi, entao,

dividido em explantes de 1-2 cm de comprimento.

Foi preparado o meio basico de Murashige e
Skoog modificado por CROCOMO et alZz (1978) para indugao da
fﬁrmagéo de calos (Meio Condicionador). O meio Eésico, além de
sais minerais continha o seguinte (em 1 litro): sacarose 20 g,
inositol 100 mg, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 3 mg,
agua de coco 19% e égar 8 g. 0 pH foi ajustado a 5,8 apos a a
digao dos reguladores de crescimento. 0O meio de cultura . foi
distribuido em frascos de culfura do tipo "French Square”, num
volume de aproximadamente 10 ml. Os frascos, contendo o meio,
foram autoclavados a 120°C e pressdo de 1 atmosfera, durante

20 minutos.

Apos a autoclavagem do meio os explantes foram
nele inoculados em camara asseéeptica, e entao, incubados no es

o]
curo a uma temperatura de 24 C e por um periodo de 3 semanas.
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Os calos entao obtidos, foram divididos em porgoes de 1-2cm de
diametro e reinoculados em novo Meio Condicionador. 0s fras-
cos foram expostos a luz fluorescente e incandescente por um

periodo de 4 semanas e temperatura de 24°C.

3.1.2. Regeneragao da planta inteira a partir de calos

tratados com herbicidas

Porgoes de calos com cerca de 1-2 cm de diame
tro foram colocadas em frascos do tipo "French Square” conten
do o Meio Indutor de Planta modificado por CROCOMO et aliz

(19739), o qual continha alem de sais minerais, o seguinte (em
1l litro): sacarose 20g,‘tiamina-l mg, acido naftalenoacético
(NAA) 1 mg;, cinetina 1 mg, inositol 100 mg, &gua de coco 19 %,
caseina hidrolisada 400 mg e agar 8 g. 0 pH foi ajustado a

5,8. 0 meio foi entao, acrescido ae 20, 40, 80 ou 160 ppm dos
herbicidas ametrin e dalapon e méisvum grupo testemunha; cada
grupo foi montado com 30 repetigoes. Os frascos assim prepara
dos, permaneceram no ambiente de 24°C e fotoperiodo de 12 ho

ras.

Apos 5 semanas, o material obtido, a parte ag
rea da planta regenerada, foi transferido para frascos maiores
contendo o Meio Indutor de Raiz também modificado por CROCOMO

et ali? (19789), contendo os sais minerais e o seguinte (em 1
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litro): sacarose 30 g, acido indolilacético (IAA) 5 mg, cineti
na 1 mg, inositol 1 g, caseina hidrolisada 2g, acido nicotini-
-co 0,5 mg, tiamina 0,5 mg, piridoxina 0,05 mg e agar 6 g. Foi
mantido o mesmo esquema do tratamento anterior: 0, 20, 40, 80
ou 160 ppm de ametrin e dalapon, num mesmo numero de repeti-
goes. Este tratamento prolongou-se por 4 semanas, NO mesmo am

biente de 24°C e fotoperfodo de 12 horas.

3.1.3. Avaliagao dos resultados

A regeneragdo da planta foi avaliada por medi
das semi-quantitativas, atraveés de andlise visual. Nas primei
ras cinco semanas de tratamento foram atribuidas notas sema-
nalmente, com o objetivo de acompanhar e demonstrar tanto a re
generagdo quanto o desenvolvimento da parte aerea da planta.
Foram também, fotografadas as repetigoes mais representativas
de cada grupo de tratamento; desta mesma forma registrou-se,no

final do experimento, a obtengao da planta inteira.

3.2. Efeito do acido 2,2-dicloropropionico (dalapon) sobre

o comportamento fisiologico, teor de carboidratos e

proteinas em plantas cultivadas em solugao nutritiva,a

p6s terem sido regeneradas na cultura in vitro.

Foram regeneradas plantulas a partir de porgoes
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de calos com cerca de 1-2 cm dé diametro, colocadas em ffai
-cos;do tipo "French Square”, contendo o Meio Indutor de Planta
modgficado por CROCOMO et alzz (1979). A regeneragéouaconteceu
em sala de vegetagao mantida a uma temperatura de 24°C e foto-

periodo de 12 horas.

Apdos 5 semanas, a parte aérea da planta regene-
rada, foi transferida para frascos maiores contendo o Meio 1In
-dutor de Raiz também modificado por .CROCOMO et alii (1979) e

mantidos no mesmo ambiente ja descrito.

Depois de um periodo de 4 semanas, as plantas
inteiras regeneradas foram transferidas para- potes contendo
vermiculite e mantidas em camara de crescimento a 28°C e foto-
périodo de 12 horas. A irrigagdo diaria foi feita com agua des
tilada e a cada tres dias com a solugao nutritiva completa de

HOAGLAND e ARNON (18950).

Apés‘um periddo de crescimento de 4 sémanas, as
plantas com cerca dev20 cm de comprimento, foram transferidas
para vasos contendo 4 £ da solugéo nutritiva completa de HOA
GLAND e&ARNON (1950) em casa .de vegetaqéo. ApGs um periodo de
mais 4 semanas, as plantés, distribuidas ao acaso, foraﬁ divi-
didas em 6 grupos de 24, sendo cada planta colocada em vasos
com 4 £ da solugao ﬁutritiva completa de Hoagland e Arnon con

tendo 0, 25,-50, 75 ppm de dalapon. Os seis' grupos foram divi-

didos segundo o tempo de exposigao da raiz ‘das plantas as dife
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rentes concentragoes do herbicida; os tempos foram de 2, 8,
32, 128, 512 h de exposigao ou aquele grupo nao exposto ao her
bicida (testemunha). O experimento foi conduzido por 6 semanas
em casa de vegetagao. Quinzenalmente foram renovadas as solu
goes nutritivas livres do herbicida e aquelas contendo herbici

da, segundo o tempo de exposigao de cada grupo.

3.2.1. Avaliagao do comportamento fisiologico das

plantas

Semanalmente foram tomadas medidas do comprimen
to da parte aérea (da insergao do colmo e raiz a extremidade
da folha mais longa) e da raiz (da mesma insergao a extremida

de inferior da raiz). Foram também observados os efeitos do

herbicida na morfologia e anatomia das plantas.

No final das seis semanas de experimento, as
repetigoes mais representativas de cada grupo foram fotografa
das. Depois disso, todas as plantas foram coletadas, dividindo-

se em raizes e parte aérea {(colmo+folhas). Cada uma das partes

foi colocada em saquinhos de papel e pesada para obtengao do
peso da matéria fresca. Em seguida, foram levados para estufa
a 65°C e secas até peso constante para determinagao do peso

da .materia seca.
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3.2.2. Analises

As analises da parte aerea e da raiz foram fei-
tas com o material seco e moido em almofariz. As b6 amostras
de cada grupo foram divididas em 2 amostras compostas de 3, e

para cada uma delas foi feita analise com duas repetigoes.
3.2.2.1. Protedina

A porcentagem de proteina foi obtida a partir
da porcentagem de nitrogénio total contida nas amostras. utili

zando-se o fator de conversao 6,251.

3.2.2.1.1. Quantificagao do nitrogenio total
a) SolugOes empregadas

- Solugao digestora: 175 ml de agua destilada ;

l g de selenito de sodio anidro; 21,39 g de NapSO0y4:; 4 g de

CuSO0y . 5 H20 e 200 ml de H,S04 concentrado.

- Solugao de acido borico com indicador: 20 g
de HsBOss; 15 ml de verde de Bromocresol a 0,1% e 5 ml de verme
lbo de metilo a 0,1% em etanol absoluto; completar a 1000 ml

com agua destilada.
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'~ Solugao de NaOH 12N

- Solugao de H,S04 0,1N
b) Técnica

0 nitrogénio total foi determinado pelo método
de Kjeldahl. Amostras de 100 mg de material seco foram coloca
das em balcdes Kjeldahl contendo 7 ml de solugao digestora e

-~

submetidas a digestao até se obter uma solugao incolor. O amo
nio de cada solugao foi separado por destilagao em presenga de
NaOH 12N. 0O amonio foi‘coletado em um Erlenmeyer contendo 10
ml da solugao de acido borico com indicador. Depois disso, 0
amonio foi titulado com H2S0, 0,1N até o indicador de solucgao
mudar de cor (verde para marrom claro). A porcentagem de nitrpo

genio foi calculada a partir do volume de H2S504 O0,1N necessé

rio para titular o amonio da amostra.
3.2.2.2. AguUcares solluveis em alcool

3.2.2.2.1. Extracgao

Amostras de 100 mg de material seco foram extra
fdas com 4 ml de etanol a 80% em banho de agua a 85°¢C por 15

minutos. Logo apds o resfriamento, as suspensoes foram centri-
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fugadas a 6000 rpm por 10 minutos. A fragao liquida coletada
em tubos e o sedimento reextraido por mais duas vezes com volu
‘mes\de 3 ml de etanol cada vez. 0 volume final foi _.campletado
a 10 ml usando etanol a 80%. 0 extrato obtido foil usado para

quantificagao de aglcares solluveis totais e Tagucares reduto

res.
3.2.2.2.2. Quantificagao dos aglcares sollveis
totais
a) Solugoes empregadas
- Solugao de fenol a §%.
b) Técnica
Os aglcares sollveis totais foram quantificados
pelo método do fenol-sulfurico descrito por DUBOIS et aliz
(1956). Do extrado de aglcares sollGveis em alcool foram toma

das aliguotas de 0,1 ml, colocadas em tubo de ensaio e comple-
tadas a 0,5 ml com agua destilada. Juntou-se 0,5 ml de solugao
de fenol a 5% com agitagao e, a seguir, acrescentou-se 2,5 ml

de H»,S04 concentrado, tambéem em agitagao. Apos 20 minutos, as
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solugoes foram lidas a 490 nm contra um branco preparado com

agua destilada e os outros reagentes. 0O valor de absorbancia

foi comparado com uma curva padrao de glucose.
3.2.2.2.3. Quantificagao dos aglcares redutores
a) Solugoes empregadas

- Reagente Somogyi: 24 volumes de solugao A
(25 g de tartarato de s6dio e potassio + 20g de NaHCO; + 200 g
de Na,S04 em 1 £ de agual e 1 volume de éoluqéo B (15 g de

CuSO4 . 5 H20 em 100 ml de agua).

- Reagente de Nelson: 25 g de molibdato de amo™
nio; 21 ml de H2S04 concentrado e 3 g de NazAs0y4 . 7H20 em 500

ml de agua destilada.

b) Técnica

Os agucares redutores foram quantificados pelo
método de NELSON (1944). DOs volumes das aliquotas foram de 0,2
e 1 ml para os extratos da parte aerea e raizes respectivamen
te. As aliquotas da parte aérea foram completadas a 1 ml com
agua destilada. Depois disso, foi écrescentado 1 ml de reagen
te de Somogyi, misturando-se bem. Os tubos contendo a mistu-

ra da reagao foram tapados com bolas de vidro e colocados em
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-

banho de 5éua a IUUOC por 10 minutos. Logo apos o resfriamen.
to.:adicionou-se 1 ml do reagente de Nelson. As solugoes foram
agifadas e adicionados 4 ml de agua destilada em cada tubo de
ensaio. A leitura das solugoes foi feita a 520 nm contra um
branco, onde o volume de amostra foi substituido por agua des-
tilada. 0 valor de absorbancia foi interpolado em uma curva Pa

drao de glucose.

3.2.3. Analise estatistica dos resultados

Os pesos frescb e seco das plantas 6olhidas. e
ainda, o conteddo em proteina e aglcares soluveis em alcool
(agucares totais e redutores),.foram comparados estatisticamen
te através de andlise inteiramente casualizada, com parcelas
subdivididas. 0 teste de Tukey foi aplicado para comparagao

das medias dos tratamentos.

Para o comprimento da parte aerea e raiz foi
feita anélise de perfil, considerando 20 grupos (dose x tempo)
avaliados em 5 medigoes semanais apos inicio dos tratamentos.

Foram testadas as seguintes hipoteses.
1 - Analogia entre grupos (Ho;)

0O objetivo foi avaliar possiveis similaridades

entre grupos para as variaveis estudadas.
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2 - Contraste entre grupos, fixadas as semanas
(S1, S2, S3, S4 e S5) apos a exposigao das plantas ao herbici

da (Hoz}

0 objetivo foi avaliar diferengas entre os gru
pos de cada uma das cinco semanas de experimentagao. Este tipo
de hipotese € independente da aceitagao ou rejeigao da analo-

gia.

Para cada hipotese testada, o programa wutiliza

do fornece valores da estatisfica F calculada.

Todos os testes estatisticos foram considerados

significativos ao nivel de 5% de probabilidade.
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3, RESULTADOS E DISCUSSAD

4,1. Regeneragao da planta em meio indutor da diferenciagao

celular e em presenga de herbicidas

Neste ensalio foram adicionados aos meios bésl
cos de cultura os herbicidas ametrin e dalapon, em diferentes
concentragoes (vide item 4.1). O comportamento das plantas de
cana-de-agucar (Saccharum spp war.NA56-79) em regeneragao, ava
liado através das notas, medidas semi-quantitativas, encontra-

se indicado por frequencias nas Tabelas 1 e 2.

Os calos davariedade NA56-79 transferidos para

meio indutor de planta, contendo o herbicida dalapon, mostrou
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TABELA 1 - Frequencia das notas referentes a morfogenese da
planta de cana-de-aglcar (Saccharum spp.var. NAS56-
79} em meio indutor da diferenciagao celular e em
presenga de diferentes concentragoes de ametrin.
SEMANAS ESCALA AMETRIN (ppm)
DE DAS ‘
TRATAMENTO NOTAS. g 20 40 80 160
1 0 - - - - -
1 50,00 30,00 73,34 82,76 86,67
2 46,67 56,67 13,33 17,24 13,33
3 - 13,33 13,33 - -
4 3,33 - - - -
2 0 3,33 3,33 6,67 - -
1 23,33 13,33 16,67 55,17 73,33
2 6,67 6,067 33,33 37,93 26,67
-3 40,00 - 63,34 40,00 6,90 -
4 26,67 13,33 3,33 - -
3 0 4,17 - - - -
1 20,83 3,58 47,83 80,77 100,00
2 - 14,28 8,70 - -
3 16,67 50,00 - 39,13 18,23 .-
4 58,33 32,14 4,34 - C -
4 0 - - - - -
1 13,04 4,76 43,75 76,82 100,00
2 4,35 9,52 - - -
3 21,74 47,62 37,50 23,08 -
4 60,87 38,10 18,75 - -

Escala das notas:

PwWw N+O

= presenga de primérdios radiculares

- de 1 a 5 aglomerados de celulas clorofiladas

- acima de 5 aglomerados de celulas clorofiladas
- brotagao incipiente

- brotagao intensa.
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TABELA 2 - Frequencia das notas referentes a morfogéenese da
planta de cana-de-agucar (Saccharum spp.var. NASE-
79) em meéio indutor da diferenciagao celular e em
presenga de diferentes concentragoes de dalapon.
SEMANAS ESCALA . " DALAPON (ppm)
bE DAS
TRATAMENTO ~ NOTAS 0 20 40 80 160
1 0 - - - - -
1 20,69 40,00 20,69 85,72 83,66
2 41, 38 45,00 44,83 14,28 10, 34
3 31,03 10,00 34,48 - -
4 6,90 5,00 - - -
2 0 3,45 - - - -
1 6,890 8,67 17,24 80,77 82,76
2 - _ 10,00 34,48 19,23 17,24
3 20,70 40,00 48,28 - -
4 68,95 43, 33 - - -
3 0 - - - - -
1 3,45 16,67 44,83 86, 15 100,00
2 - - 31,03 3,85 -
3 10,34 76,67 24,14 - T
4 86,21 6,66 - - -
4 0 - 10, 34 31,03 - -
1 - 17,24 . 65,52 100,00 100,00
2 - - - - -
3 6,80 62,08 3,45 - -
4 93,10 10, 34 - - -

Escala das notas:

P WNHFO

- presenga de primordios radiculares

- de 1 a 5 aglomerados de celulas clorofiladas

- acima de 5 aglomerados de celulas clorofiladas
- brotagao incipiente

- brotagao intensa
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uma mais intensa formagao de pontos verdes (aglomerados de ce
lulas clorofiladas) e brotos, principalmente na concentragao
de 20 bpm e nas duas semanas iniciais do tratamento. Nas duas
semanas posteriores, o nimero de brotos diminuiu, ndo havendo
regeneragao de plantas em nenhuma concentracgao do herbicida.
A planta mostrou-se mais tolerante ao herbicida ametrin, pois
no final de quatro semanas deste tratamento, o nimero de bro

tos foi maior nas concentragoes de 20 e 40 ppm. Nestas concei‘
tragoes houve a regeneragao da planta inteira, que aconteceu
de maneira mais significativa na concentragao de 20 ppm do hez_
bicida:; a frequencia na regeneragao de plantas diminuiu com o
aumento da concentragao do herbicida triazinico. O comportamen
to resultante de ambos os tratamentos, pode ser melhor visuali

zado atraveés das Figuras 1 a 4.

A regeneragao da planta inteira apresentou o]
.mesmo comportamento da regeneragao da parte aérea, e pode ser

visualizado nas Figuras 5 a 7.

Assim, na obtengao de plantas tolerantes aos
herbicidas na cultura de tecidos, o comportamento das mesmas
nao foi semelhante aquele encontrado por CROCOMO et altt

(1981a, b), gque no cultivo de calos utilizaram a mesma varieda
de de cana-de-agiécar, os mesmos herbicidas, nas mesmas concen-
tragoes. Segundo esses autores,na produgao de calos, dos com

postos testados o que teve maior efeito deletério sobre a pro

dugao de matéria seca foi o ametrin. No presente trabalho, on
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var NA56-79
DALAPON
Oppm

var NAS56-79

DALAPON
O ppm

-

FIGURAS 1 e 2 - Efeito das diferentes concentragoes (0, 20 40,

80 e 160 ppm) de dalapon na regeneraqéo in  vi
tro da parte aerea de plantas. de cana-de—aqg
car (Saccharum spp. var. NAS6-79).
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var NAS56-79
AMETRIN
Oppm

FIGURAS 3 e 4

Efeito das diferentes concentragoes
80 e 160 ppm) de ametrin na regener
tro da parte aerea de plantas de
car (Saceharum spp. vapn. NAS6-739).
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(0, 20,40,
agao in vt
cana-de-agu
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var NA56-79

DALAPON
oppm

FIGURA 5 - Influencia do dalapon (grupo controle e 20 ppm) so
bre a regeneragao da planta inteira (parte aereat+
raiz) de cana-de-aglUcar (Saccharum spp.var.NA56-78)
na cultura de tecidos.
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var NAS6-79
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FIGURAS 6 e 7 - Influencia do ametrin (grupo controle, 20 e 40
ppm) sobre a regeneragao da planta inteira
(parte aérea+raiz) de cana-de-aglcar(Saccharum
spp.var. NA56-79) na cultura de tecidos.
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de foi estudada a regeneraqéo de plantas, o efeito do ametrin
nido foi tao marcante, pois foram obtidas plantas inteiras em
'conéentragaes de até 40 ppm deste herbicida.

Sabe-se que os herbicidas triazinicos tem mos
trado efeitos inibitdrios sobre todos os orgaos de plantas . in
tactas, e que isso tem sido atribuido & inibigao da fotossinte
se como sitio comum de agdo deste grupo de compostos (ASHTON e
CRAFTS, 1973). Poder-se-ia esperar por isso, um efeito mais
pronunciado do ametrin sobre a celula em diferenciagao, princi
palmente daquela ja diferenciada, onde o aparelho fotossintéti
co encontra-se funcional. Como isto nao foi observado, devem
ser verdadeiras as conclusoes obtidas por ASHTON e CRAFTS(1977),
de gue os herbicidas triazinicos inibem nao somente a fotossin
tese, mas a sintese de proteina, RNA e lipidios. ASHTON e URI
BE, 1962, JORDAN et alii, 1966, EBERT e VAN ASSCHE, 1869, CRO
COMO et alii, 198la e OCHOA-ALEJO, 1983, propuseram tambem,
outros sitios de agao do ametrin, além daquele ja conhecido,

ao observarem inibigao no crescimento de ceélulas de cana-de-

agucar (Saccharum spp) aclorofiladas.

Em adigao, NADAR et aliz (1975) observaram ain
da, uma promogao no crescimento. de culturas de calos de sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench), pelo uso de doses nao letais de
herbicidas triazinicos. DE VRIES, 1963, GOREN e MONSELISE,

1965 e FRENEY, 1965, observaram que a estimulagao ou inibigao
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do crescimento, depende da concentragao do herbicida e da va

riedade de planta utilizada.

0 dalapon, de agao mais controvertida que o her

-

bicida triazinico, apresenta efeito sobre diversos eventos bio

quimicos, acarretando diversos sintomas como inibigao do cres-

cimento, clorose foliar, necrose e eventualmente a morte das

plantas (McWHORTHER, 1961; INGLE e ROGERS, 1961; ANDERSEN et
aliz, 1962; PRASAD e BLACKMAN, 1965a, b; ASHTON e CRAFTS, 1973;
COSSIO et aliz, 1977). Contudo NICKELL (1967b) observou que o
dalapon em uma concentragao de 50 ppm induziu na cana-de-agﬁv
car (Sacéharum spp) a organogenese e crescimento de células e;
cultura de tecidos. FAWCETT et alZZ, 1956; WILKINSON, 1862,
BARBA e NICKELL, 1969 e LIU et alZz, 1972, também obtiveram o
mesmo resultado. No presente trabalho de regeneragao de plan-
tas de cana-de-agucar tolerantes a este herbicida, o resultado
obtido nao foi o mesmo, pois nem mesmo na mais baixa dose (20
ppm) nao foi obtida a planté inteira regenerada. Esta observa
¢ao mostrou-se concordante ao trabalho de CROCOMO et aZi;
(1981a), no qual foi testado o efeito do herbicida sobre a cul

tura de células de cana-de-aglcar nao diferenciadas.

Os resultados obtidos no presente trabalho Xs]

|

bre regeneragao de plantas em presenga dos herbicidas triazini

co (ametrin) e acido alifatico clorado (dalapon]), e aque

les acima citados estao indicando variagao somaclonal das plan
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tas regeneradas na cultura de tecidos. Consideramos essa expli

cagéo baseado nas evidencias de que o simples uso da técnica
de regeneragaoc de plantas possa originar populagoes de indivi
duos, que contenham uma grande variabilidade genética, ou se
ja, ocorre variacgao somaclonal. Assim, a cultura de tecido,
pode ser usada para induzir variabilidade genetica, ou para
manifestar variabilidade genética natural ja existente, como
naqueles trabalhos relatados por LIU et alZZ, 1872 e 1981 ;

EVANS et alii, 1981 e CROCOMO et alzii, 18984,

‘4,2, Efeito do &cido 2,2-dicloropropidnico (dalapon) sobre

o comportamento fisioldgico, teor de carboidratos e

proteinas em plantas cultivadas em solugao nutritiva,

apos terem sido regeneradas na cultura im vitro

4.2.1. Efeito sobre o crescimento e morfologia das plan

tas

As Figuras 8 a 13 representam o efeito das dife

rentes relagoes "tempo de exposigao-concentragao” do herbicida
no comprimento (centimetros) da parte aérea (colmo+folhas) e
raiz das plantas. A produgao de matéria fresca e seca das plan
tas € mostrada nas Figuras 14 e 15.

As plantas de cana-de-agucar da variedade NASG6-

79 empregadas, mostraram-se susceptiveis a agao fitotdxica do
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dalapon. No decorrer das 5 semanas de tratamento, o efeito
deletério do herbicida foi sendo pronunciado, principalmente
naguelas plantas expostas ao dalapon por tempos superiores a

32 horas. Observar os resultados da analise estatistica resumi_
dos nas Tabelas 3 e 4. 0 efeito inibitorio do crescimento das
plantas tratadas mostrou-se consistente em qualquer das doses
de dalapon empregadas e em tempos de exposigao superiores a
32 horas. A analise de perfil, aplicada para se contrastar es_
tatisticamente as médias de comprimento, nao mostrou diferenga
significativa entre as mesmas. Isto pode ser explicado pela

grande variancia em comprimento dentro de cada grupo de plan

tas regeneradas na cultura de tecidos, e entao, cultivadas na
solugao nutritiva na presenga de herbicida.

0 efeito inibidor do crescimento, pelo crescen
te aumento na dosagem de dalapon, mostrou-se mais evidente na
parte aerea das plantas, onde também foram observados alguns
efeitos teratogenicos do herbicida em concentragao superior a
25 ppm e tempo de exposigao superior a 32 horas. As plantas
nessas condigoes mostraram-se raquiticas e as folhas deforma
das, necrosadas nas extremidades e numa coloragao verde mais
escura que o normal. Exposigoes de 32, 128 e 512 horas causa
ram progressivamente maior injuria na parte aérea das plantas

assim tratadas.

0 efeito deleterio nas raizes foi menor que a
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gquele observado na parte aérea das plantas.‘As raizes apresen
taram crescente inibigao de formagao nos tempos de exposigao
de 128 e 512 horas, acentuando-se com a dosagem crescente de
dalapon. Os aspectos anatomicos e de crescimento descritos po

dem ser visualizados nas Figuras 16 a 21.

0 resultédo obtido pode ser explicado pelo fato
do herbicida ter sido aplicado nas raizes das plantas, sendo
entao, absorvido e translocado a folhagem pelo mecanismo fisio
l6gico da transpiragao. Desta forma, o herbicida deve ter - se
acumulado em concentragoes fitotoxicas, nro interior da folha

gem (o uso do termo "acumulado” nao implica em acimulo fisiolo

gico no interior do vacuolo; acumulo, como usado aqui, € .mepg
mente um aumento na concentragao interior da folhal). O resulti
do &€ semelhante ao encontrado por COSSIO et aliz (1877) num
trabalho onde verificou a tolerancia ao dalapon por diferentes
variedades de cana-de-aglcar cultivadas na Argentina. FOY
(1861a, b) mostrou que o movimento do dalapon deve ser restri-
to ao meristema intercalar em folhas de gramineas. Isso pode
esclarecer o resultado encontrado, pois o dalapon deve ter - se
movido para as folhas em uma taxa maior que a taxa de detoxifi

cagdo normal ocorrente na planta.

Os valores de matéria fresca e seca acompanha
dos dos testes estatisticos sao descritos nas Tabelas 5 a 8,
embora nao permitam uma correlagao precisa entre a producgao

de massa vegetal e os diferentes "tempos de exposigéo~concentrg
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ao” do herbicida, confirmam contudo, o efeito deleterio do da
G

lapon ja observado no crescimento (comprimento) das plantas.

O0s sintomas fitotdxicos obtidos confirmam par
cialmente aqueles encontrados por ASHTON e CRAFTS (1973) que
verificaram inibigao de crescimento, clorose foliar e mas for
magoes, especialmente na.regiao apical da parteﬁaérea. ROCHE
COUSTE (1967) constatou injuria produzida pelo dalapon durante
o brotamento normal, havendo inibigao parcial ou total desse
processo. INGLE e ROGERS (1861) observaram inibigao do alonga
mento de raizes primarias em milho (Zea mays) e pepino (Cucu
mis sativus). PRASAD e BLACKMAN (1865a, b) verificaram que do
ses nao letais de dalapon reduzem progressivamente a taxa de
crescimento de Lemna minor e Salvinia natans. WILKINSON (1862)
cultivando cevada (Hordeum vulgare) em solugao nutritiva na
presenga de diferentes cénceﬁtragées de dalapon em diferen
tes tempos‘de exposigao da raiz. 0 dalapon mostrou-se fdxico
na concentragao de 143 ppm, quando as plantas foram expostas
ao herbicida por um tempo de 32 horas. As raizes expostas a
14,3 ppm do herbicida por 512 horas, originaram plantas raqui-
ticas de cor escura e com muitos rebentos. O crescimento das
plantas foi tanto mais afetado quanto maiores foram as rela-

gOes "tempo de exposigao-concentragao”do herbicida.

Segundo NICKELL (1967); BARBA e NICKELL (1969)
e LIU et ali? (1872), doses nao letais de dalapon promovem uma

consistente indugao da diferenciagao e crescimento da planta
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de cana-de-aguUcar. Estas observagées nao foram constatadas no
presente trabalho e tambeéem nagqueles de CROCOMO et alzZ (1981a,
b) gquando verificarém o efeito do mesmo herbicida na cultura
de células nao diferenciadas de plantas de cana-de-agucar. Co
mo a cultura de tecido pode induzir variabilidade genetica, ou
manifestar variabilidade geneética natural ja existente (LIU et
alii, 1972, 1981; EVANS et alZZ, 1981 e CROCOMO et alii, 1984),
podemos sugerir portanto, variagao somaclonal das plantas rege

neradas em cultura de tecido & em seguida cultivadas em solu

¢ao nutritiva na presenga do herbicida dalapon.

4.2.2. Influencia no teor de proteina

As médias estimadas dos teores de proteinas
(mg/100 mg de matéria seca) na parte aérea e raliz das plantas

sao, assim como os respectivos testes estatisticos, descritos

nas Tabelas 9 e 10.

De acordo com a analise estatistica, os conteul-
dos de proteina das plantas tratadas (25, 50, 75 ppm de dala
pon) e das plantas controle (0 ppm de dalapon) foram significa

tivamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade. A Figura

22 e o teste de Tuckey aplicado mostram um crescente aumento
no contetdo de proteina, proporcional ao aumento do”"tempo de
exposigao - concentragao”"do herbicida. A diferenga € mais con-

sistente nas plantas tratadas com herbicida na concentragao de
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25 ppm e tempo de exposigao de raiz de 128 horas. Nas concen
tragcoes de 50 e 75 ppm o aumento do teor de proteina torna-se

evidente a partir do tempo de 32 horas de exposigao ao herbici

da.

0O método empregado na analise de proteinas foi
aguele descrito por Kjeldahl, onde o teor da proteina & estima
do segundo o conteldo de .nitrogenio total. Assim o efeito do
dalapon incrementando o conteudo proteiéo estimado, deve ser
devido a agao do herbicida na degradacao de proteinas, o que
leva a um aumento nos niveis de aminodcidos livres e amidas
(ANDERSEN et alzz, 1962). MASHTAKOV e MOSHCHUK (1867) tam-
bém relataram uma elevagao nos niveis de amonia livre em plan-
tas tratadas com dalapon. ASHTON e CRAFTS (1873) sugeriram ain
da que o sitio primario da agao do dalapon esta. associado a mu
danga da estrutura das proteinas. Isto implica em que o aparepn
te aumento no conteuldo proteico pode nao refletir a realidade,
pois o método empregado mede a quantidade de nitrogenio total,
independente deste ter feito parte de uma estrutura proteica ou
de outra molécula nitrogenada qualquer da planta analisada. Em
bora nao seja possivel afirmar-se seguramente que o dalapon e
xerce um efeito estimulante de produgao de proteina, pode-se
observar um efeito marcante deste herbicida no aumento do coi

teldo de nitrogenio total na planta.
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4.2.3. Efeito sobre o teor de agucares soluveis totais

e redutores.

Os resultados de agucares soluveis totais e re

dutores da parte aérea (colmo + folhas) e raiz das plantas sao,
juntamente com os respectivos testes estatisticos, resumidos

nas Tabelas 11 a 14.

A parte aerea das plantas tratadas mostrou, de
maneira geral, discreta diminuigao ou nenhuma correlagao dos
niveis de agucares sollveis totais com o incremento de dalapon

na solugao nutritiva (Figura 23). As plantas expocstas ao herbi

cida por um tempo de 8 horas constituiram uma excegao, apresen

tando um aumento progressivo nos niveis de aglcares soliveis

totais com o crescente aumento nas concentragoes de dalapon

empregadas. Essa mesma influencia foi observada nas raizes das

plantas tratadas, onde nao se pode obter correlagao entre 0s
teores de agucares sollveis totais e os diferentes"tempos de
exposigao - concentragao”do herbicida. Uma (nica excegao deve-

se as plantas expostas ao dalapon por um tempo de 2 horas, on

de observou-se pequeno aumento no teor de aglcares soldveis
totais com a elevagao das doses do herbicida. Este efeito «con

tudo, nao foi observado ao ser empregada a dose de 75 ppm de

dalapon. A estatistica empregada a um nivel de 5% de probabili

dade confirma o observado.
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Os niveis de aglcares redutores foram maiores

na parte aerea das plantas expostas ao dalapon por 32 e 128 ho
ras (Figura 24). A diferenga contudo, nao & significativa ao
nivel de 5% de probabilidade e nem & possivel fazer-se uma cor
relagao das doses de herbicida e os niveis de agucares redu -
tores obtidos. As raizes das plantas expostas ao herbicida por
2 horas mostraram aumento discreto no teor de aglUcares reduto-
res, embora nao significativo estatisticamente e decrescendo
na dosagem de 75 ppm de dalapon a um valor inferior ao das
plantas controle (0O ppm de dalapon). Os demais tempos de expo-
sigao também mostrém valores de aglcar redutor gque nao se cor

relacionam com as crescentes doses de herbicida.

Asésim, de maneira geral, o teor de aglcares re
dutores nao apresentou aumento significativo. Alguns relatos
sugerem que o dalapon influencia o metabolismo de carboidratos
(McWHORTER, 1861; BOURKE et aliz, 1964; JAIN et aqlii, 1966 e
CROCOMO et alii, 198la, b) blogueando a glicolise e o ciclo de
Krebs, levando a um acuUmulo de aglUcares simples em culturas de
células nao diferenciadas ou em plantas propagadas de maneira
convencional. Essas observagoOes contudo, ndo foram obtidas no

presente trabalho. Essa mudanga de comportamento fisiologico
pode ser explicada pelo fato de que o simples uso da técnica

da regeneragao de planta in vitro, pode originar populagoes
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de individuos, que contenham uma grande variabilidade geneti

tica, ocorrendo assim, variagao somaclonal.



§. CONCLUSQOES

Plantas de canha-de-aglcar (Saccharum spp var.
NA56-739) tolerantes aos herbicidas ametrin (triazina) e dala
pon (dcido alifatico clorado) podem ser regeneradas pela tecni
ca da cultura de tecidos. 0O herbicida dalapon apresenta maior
grau de fitotoxicidade, pois mesmo numa baixa concentragao
{20 ppm) apresenta grande efeito deletério, permitindo apenas
a diferenciagao de algumas celulas aclorofiladas em fotossinte
tizantes e a regeneracgao de alguns brotos de cana-de - aglcar.
Nessa concentragao, o herbicida ametrin leva a regeneragao de

inidmeras plantas inteiras e, somente na dose de 40 ppm apre-

senta um pequeno efeitoc dinibitodrio. . Assim, as plantas
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de cana-de-aglcar mostram-se menos sensiveis a agao do ametrin,

e portanto, menos tolerantes ao dalapon.

Na regeneragao da planta de cana-de-aglcar, os
efeitos dos herbicidas mostram-se diferentes daqueles observa
dos na cultura de células nao diferenciadas e nas plantas obti
das e cultivadas pela maneira convencional. Nessas condigoes

o herbicida ametrin apresenta maior efeito deleterio sobre a

organogenese e crescimento das ceélulas em cultura de tecidos.

D dalapon influencia o crescimento das plantas
de cana-de-aglcar regeneradas na cultura de tecidos e cultiva
das em solugao nutritiva. Esse herbicida acarreta uma diminui
.gao do crescimento com a elevagao das combinagbes”tempo de ex
posi#éo - concentraqéd"de dalapon. A parte aérea (colmo + fo
lhas) das plantas expostas a combinagOes superiores a 32 horas
de exposigao - 25 ppm de dalapon apresenta uma consistente di
minuigao do crescimento. Nessas mesmas condigOes aparecem efei
tos teratogenicos como raquitismo das plantas, folhas deforma-
das, necrosadas nas extremidades e coloragao verde mais escura
que a normal. DO efeito deletério nas raizes e menos acentuado

que o observado na parte aerea das plantas. As raizes comecgam

a apresentar inibigao de formagao na combinagao 128 horas de
exposigao - 25 ppm de dalapon;, acentuando-se em combinagoes su
periores. A agao fitotdxica mais intensa na parte aérea das

plantas sugere um acUmulo da concentragao do herbicida no intg

rior da folhagem. A causa deve-se a maior taxa de translocagao
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do herbicida para a folhégem que a taxa de detoxificagao do

mesmo na planta inteira.

A agao do dalapon observada no crescimento‘ e.
morfologia das plantas & diferente daquela obtida em alguns
trabalhos com cana-de-aglcar, onde o herbicida em doses nao le
tais (menores que 50 ppm) teria efeito indutor da diferencia

¢ao e crescimento das plantas.

Combinagoes superiores a 32 horas de exposigao-
50 ppm de dalapon promovem aumento no conteddo em nitrogenio
total da planta, e portanto, do valor estimado de proteinas. O
efeito sugere ser o sitio primario de agao do dalapon associa
do a mudanga de estrutura das proteinas, aumentando os niveis
de aminoacidos livres, amidas e outras estruturas moleculares

nitrogenadas menores.

A presenga do dalapon na solugao nutritiva nao
altera ou provoca diminuigao do teor de aglcares soldveis to
tais e redutores nas plantas tratadas. 0 crescente aumento do
nivel de a§Gcares redutores pela elevagao das comﬁinagées "tem
po de exposigao - concentragao” do herbicida nao e observado
no presente trabalho. Essa observagao difere dos cléssicos re
latos que sugerem a influencia do dalapon no metabolismo de

carboidratos, bloqueando parcialmente a glicolise e o ciclo de

Krebs, elevando assim, o nivel dos aglUcares simples.

Os resultados obtidos neste trabalho diferem,
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em sua maior parte, daqueles obtidos em outros estudos da agao
fitotoxica dos mesmos herbicidas em cultura de células da cana-
de-aglcar nao diferenciadas ou naquelas plantas propagadas e
cultivadas de maneira convencional. Isso evidencia a ocorréﬂ
cia de variagao somaclonal nas plantas regeneradas na cultura
de tecidos. Desta forma, a técnica de regeneragao de planta em
pregada, prestou-se & indugao de variabilidade genética, ou a
manifestagao da variabilidade genética natural j& existente na

populagao de individuos original.
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TABELA 5 - Médias da produgao de MATERIA FRESCA (grama/planta) da
parte aérea de plantas de cana-de-agdcar e respecti

vos testes estatisticos.

TEMPOS
OE DOSES DE DALAPON (ppm)
EXPOSIGAD
(horas) 0 25 50 75
0 134,28 b 113,20 ab 122,88 ab 135,02 a
2 118,40 b 147,18 a 133,32 ab 88,32 ab
8 153,26 b 113,65 ab 147,78 a 143,28 a
32 133,86 b 87,086 ab 79,81 b 42,36 bec
128 131,60 b 64,63 bec 15,57 ¢ 9,42 c
512 231,32 a 37,79 ¢ 10,39 ¢ 14,71 c
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIAGAD GL sQ QM F
*
DOSES (DO) 3 124863,57 41621,18 50,44
RESIDUO (a) 20 16501,69 825,08
PARCELAS 23 141365, 26
*
TEMPOS (TE) 5 136083,86 27216,77 23,48
*
INTERACAO DO x TE 15 175886,23 11725,74 10,11
RESIDUOD (b) 100 115802,03 1159,02

COEF. VAR. PARCELA = 28,38%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 33,64%

.Dentro das doses, as medias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

* Significancia ao nivel de 5%.
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TABELA 6 - Médias da produgao de MATERIA FRESCA (grama/planta) da
raiz de plantas de cana-de-aglcar e respectivos tes

tes estatisticos.

EMP
TDE[B DOSES DE DALAPON (ppm)
EXPOSICAOD
(horas) 0 25 50 75
0 30,92 b 23,32 b 31,26 ab 39,38 a
2 25,36 b 35,70 ab 38,54 a 22,96 bc
8 38,66 b 23,96 b 28,44 ab 35,56 ab
32 33,60 b 23,48 b 17,65 b 17,40 bc
128 37,98 b 27,28 ab 22,64 ab 13,92 ¢
512 56,00 a 40,42 a 21,57 b 27,21 abc
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIAGAO GL sg oM F
DOSES (DO) 3 2920,51 973,50 12,95
RESIDUO (a) 20 1502,78 75,14
PARCELAS 23 4423,28
4 ; *
TEMPOS (TE) 5 2655, 34 531,07 5,85
*
INTERAGAO DO x TE 15 6678,71 445,25 4,90
RESIDUO (b) 100 8073,57 80,74
COEF. VAR. PARCELA = 29,28%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 32,19%
Dentro das doses, as medias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

* Sjgnificancia ao nivel de 5%.
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TABELA 7 - Médias da produgao de MATERIA SECA (grama/planta)da par
te aérea de plantas de cana-de-aglcar e respectivos

testes estatisticos.

TESEOS DOSES DE DALAPON (ppm)
EXPOSIGAO ' _
(horas) 0 25 50 75
0 18,88 ab 16,05 ab 17,06 a 18,50 a
2 15,54 b 21,83 a 17,94 a 12,95 ab
8 21,58 ab 14,58 ab 20,63 a 20,37 a
32 18,61 ab 13,04 ab 10,03 ab 5,56 b
128 26,84 ab 7,55 b 2,59 b 1,65 b
512.. 29,94  a 7,37 b 2,59 b 3,20 b
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIAGAD GL SQ oM F
*
DOSES (DO0) 3 2884,57 961,52 20,91
RESIDUD (a) 20 919,31 45,96
PARCELAS 23 3803, 889
*
TEMPOS (TE) 5 2010,08 402,02 8,83
*
INTERAGAD DO x TE 15 3625,11 241,67 5,30
RESIDUD (b) 100 4552,24 45,52
COEF. VAR. PARCELA = 47,18%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 46,85%
Dentro das doses, as meédias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

* Significancia ao nivel de 5%.



.88.

TABELA 8 - Médias da produgac de MATERIA SECA (grama/plantalda raiz
de ﬁlantas de cana-de-aglcar e respectivos testes es

tatisticos.

TERPOS DOSES DE DALAPDN (ppm)
EXPOSICAD
(horas) 0 25 50 . 75
0 3,98 b 2,86 a 3,38 a 3,50 a
2 2,68 b 3,25 a 3,38 a 1,84 bc
8 3,27 b 2,60 a 2,86 a 2,97 ab
32 3,20 b 2,198 a 2,05 ab 1,85 bec
128 3,36 b 2,66 a 1,33 b 1,33 bec
512 5,50 a 3,72 & 2,12 ab 2,75 abc
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIAGAOD GL Se QM F
*
DOSES (0D} 3 35,36 11,78 18,42
RESIDUO (a) 20 12,79 0,64
PARCELAS 23 48,15
*
TEMPOS (TE) 5 36,27 7,25 9,01
*
INTERAGAD DO x TE 15 42,20 2,81 3,48
RESIDUO (b) 100 80,48 0,80
COEF. VAR. PARCELA = 27,82%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 31,32%
Dentro das doses, as medias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

Significancia ao nivel de 5%.
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TABELA 9 - Media dos teores de PROTEINAS (mg/100 mg m.s.) na
parte aerea de plantas de cana-de-aglcar e respecti

vos testes estatisticos.

TEQEDS DOSES DE DALAPDN (ppm)
EXPOSICGAD
(horas) 0 25 50 75
0 11,63 ab 11,94 c 12,00 cd 11,73 d
2 11,54 ab 11,08 c 10,65 d 11,73 d
8 10,55 bec 11,08 c 11,54 cd 12,02 d
32 12,24 a 11,90 ¢ 12,57 ¢ 14,11 c
128 12,21 a 14,13 b 17,78 b 19,28 b
512 9,47 c 17,31 a 19,47 a 21,30 a
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIAGAD GL SQ QM F
*
DOSES (DO) 3 185,58 61,86 189, 84
RESIDUO (a) 12 3,91 0,32
P ARCELAS 15 189,489
*
TEMPOS (TE) 5 481,789 96, 36 192,41
‘ : .
INTERACAO DO x TE 15 285,68 19,04 38,03
RESIDUO (b) 60 30,05 0,50
COEF. VAR. PARCELA = 4,29%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 5,32%
Dentro das doses, as medias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

Significancia ao nivel de 5%.
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TABELA 10 - Média dos teores de PROTEINAS (mg/l00 mg m.s.) na
raiz de plantas de cana-de-aglcar e respectivos tes

tes estatisticos.

TEggOS DOSES DE DALAPON (ppm)
EXPOSICAD
(horas) 0 25 50 75
0 13,06 a 12,32 bec 11,78 cd 11,96 c
2 11,50 a 10,72 ¢ 10,60 d 11,82 ¢
8 11,10 a 13,06 b 11,17 cd 10,75 ¢
32 10,63 a 11,12 bec 12,78 c 15,67 b
128 11,84 a 13,086 b 18,14 b 23,11 a
512 11,22 a 17,88 a 21,48 a 22,27 a
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIACAD GL SQ M F
*
DOSES (DO) 3 248,20 82,73 80,23
RESIDUD (a) 12 12,37 1,03
PARCELAS 15 260,58
*
TEMPOS (TE) 5 689,67 137,93 134,28
*
INTERAGAD DO x TE 15 455,62 30,37 29,57
RESIDUD (b) 60 61,63 1,03
COEF. VAR. PARCELA = 7,40%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 7,39%
Dentro das doses, as medias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

* Significancia ao nivel de 5%.
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TABELA 11 - Conteldo médio de AGOCARES SOLUVEIS TOTAIS (mg/100
mg m.s.) da parte aérea de plantas de cana-de-agQ

car e respectivos testes estatisticos.

TEEEOS DOSES DE DALAPON (ppm)
EXPOSIGAD
(horas) 0 25 50 75
0 8,69 a 6,98 a 8,62 a 6,55 b
2 7,96 a 4,45 a 14,48 a 7,49 b
8 8,68 a 7,60 a 10,50 a 17,02 a
32 - 9,41 a 8,00 a 6,52 a 6,44 b
128 8,32 a 5,54 a 5,90 a 6,52 b
512 11,62 a 7,71 a 8,08 a 10,78 ab
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIAGAOD GL SQ QM F
*
DOSES (DO) 3 50,78 16,93 18,68
RESIDUOD (a) 4 3,62 0,91
PARCELAS 7 54,41
*
TEMPOS (TE) 5 98,22 19,64 4,48
*
INTERAGAD DO x TE 15 213,90 14,26 3,25
RESIDUD (b) 20 87,68 4,38
COEF. VAR. PARCELA = 11,21%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 24,61%
Centro das doses, as medias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

* Significancia ao nivel de 5%.
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TABELA 12 - Conteldo médio de AGCUCARES SOLUOVEIS TOTAIS (mg/100
mg m.s.) da raiz de plantas de cana-de-agucar e

respectivos testes estatisticos.

0
TEgE S DOSES DE DALAPON (ppm)
EXPOSIGCAD
{horas) 0 .25 50 75
0 6,15 ab 3,91 a 2,68 ¢ 2,54 b
2 2,46 c 3,76 a 5,36 abc 3,70 b
8 3,12 be 4,34 a 2,93 be 2,46 b
32 3,06 bec 2,10 a 3,86 bec 3,84 b
128 5,94 ab 4,32 a 6,01 ab 4,56 b
512 8,18 a 7,46 a 7,24 a 7,82 a
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIAGAO GL SQ M F
DOSES (DO) 3 3,46 1,15
RESIDUO (a) 4 8,55 2,39
PARCELAS 7 13,02
*
TEMPOS (TE) 5 118,44 23,69 22,44
*
INTERAGAOD DO x TE 15 35,48 2,36 2,24
RESIDUO (b) 20 21,10 1,06
COEF. VAR. PARCELA = 34,41%
COEF. VAR. SUBPARCELA = 22,87%
Dentro das doses, as médias seguidas de letras iguais nao,

diferem, estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

* Significancia ao nivel de 5%.
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TABELA 13 - Média dos teores de AGCUCARES REDUTORES (mg/100mg

m.s.} na parte aerea de plantas de cana-de-agucar e

respectivos testes estatisticos.

TEMPOS
OF DOSES DE DALAPON (ppm)
EXPOSICAD
(horas) 1} 25 50 75
0 2,26 a 2,26 a 3,96 a 4,16 a
2 4,89 a 2,38 a 3,32 a 1,90 a
8 3,35 a 3,03 a 4,89 a 3,86 a
32 2,95 a 2,91 a 1,78 a 3,19 a
128 2,22 a 1,86 a 1,86 a 2,99 a
512 3,48 a 2,54 a 2,54 a 2,20 a
ANALISE DA VARIANCIA (teste F)
CAUSA DA VARIACAU GL SQ M F
DOSES (DO) 3 3,44 1,15 6,01
RESIDUO (a) 4 0,76 1,18
PARCELAS 7 4,20
*
TEMPOS (TE) 5 11,61 2,32 4,50
*
INTERAQAD DO x TE 15 23,36 1,56 3,02
RESIDUO (b) 20 10, 30 0,51

COEF. VAR. PARCELA = 14,78%

COEF. VAR. SUBPARCELA = 24,30%

Dentro das doses, as medias seguidas de letras iguais nao

diferem, estatisticamente, ao_qivel,de 5% de probabilidade.

Significancia ao nivel de 5%.



