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INTRODUCAO

A cana-de-acUcar tem um alto valor econdmico, devido a sacarose contida em seu
caule. O Brasil é hoje o principal produtor de cana-de-a¢licar do mundo e seus produtos sdo
amplamente utilizados na producdo de acucar, alcool e mais recentemente, o biocombustivel
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Cana-de-a%C3%A7%C3%BAcar).

A micropropagacdo em cana-de-aclcar € muito empregada em associacdo aos
programas de melhoramento genético. Neste caso, a clonagem in vitro permite a rapida
multiplicagdo do material selecionado mantendo-se a fidelidade genética em relagdo ao
explante inicial (Cidade,2006). No cultivo convencional, existem dificuldades, como a
necessidade de grandes areas para o cultivo, dependéncia de fatores climaticos e grande risco
de doencas (Erig, 2005). A viabilidade comercial desta metodologia esta associada aos custos
de producgdo (Altman, 1999). Existem vérios fatores que estdo correlacionados aos custos da
micropropagacao como: ocorréncia de contaminacao in vitro, dificil adaptacdo na aclimatacéo
ex vitro; mao-de-obra capacitada (Kurata & Kozai, 1992; Kozai & kubota, 2001) e gastos
financeiros para funcionamento e manutencdo das salas de crescimento, onde apresenta
iluminacdo e temperatura artificial controlada (Standaert de Metsenaere, 1991; Kodym &
Zapatarias, 1999). Utilizacdo da micropropagacao fotoautotréfica associada a luz natural e a
substituicdo de alguns componentes do meio de cultura como a sacarose, 0 agar, fonte de
nitrogénio, mostram alternativas para a reducdo de custos na micropropagacédo (Bernardi,
2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do cultivo in vitro de cana-de-acucar em
casa-de-vegetacdo, reduzindo a quantidade de sacarose necessaria para o desenvolvimento
das plantas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Biologia Molecular
da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA). Utilizou-se gemas axilares de
cana-de-acUcar da cultivar RB932520, mantidas in vitro.

Em cémara de fluxo laminar, as gemas axilares foram inoculadas em 4 meios de cultura
diferentes. A composicdo do meio de cultura comum a todos os tratamentos utilizados na
propagacao in vitro de propagulos de cana-de-acucar foi 0s sais e vitaminas de MS (Murashige
e Skoog, 1962), inositol 0,1g.L™, glicina 0,002g.L™*, BAP 0,2mg.L™, KIN 0,1mg.L™. Foram
testadas diferentes concentracdes de sacarose nos meios de cultura [0g.L™ (T1), 5g.L™*(T2), 10
g.L'}(T3) e 20 g.L'}(T4)]. O pH do meio foi de 5,8, ajustado antes da autoclavagem (15 minutos
a 120 °C). Apés a inoculacdo dos apices caulinares nos meios de cultura, os frascos foram
lacrados com papel de filtro. Em relacdo ao fator 1 (quantidade de sacarose no meio de
cultura), o experimento apresentou um total de 12 frascos por tratamento com dois explantes
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por frasco, totalizando 24 repetices/tratamento e 96 explantes. Em relagdo ao ambiente (fator
2), 24 frascos (6 frascos/tratamento) permaneceram na sala de crescimento (SC). Os outros 24
frascos foram mantidos na casa-de-vegetacdo (CV) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Pernambuco. Os meios foram renovados a cada 15 dias. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com avaliacdo semanal, observando os
pardmetros: presenca/auséncia de brotacdo, numero de brotos, morte do explante,
presenca/auséncia de raiz. Nos parametros que apresentam presenca/auséncia foi atribuido
valor 1 a presenca e valor 0 a auséncia. Os valores paramétricos foram transformados em
dados que possibilitassem a analise estatistica, através da férmula VX + 0,5, onde X indica o
valor paramétrico. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e por apresentar dois
fatores (concentracdo de sacarose e ambiente de cultivo), utilizou-se um modelo estatistico
duplo fatorial, complementadas pelo teste de médias de Tukey, realizada com o auxilio do
programa ASSISTAT versao 7.4 beta (2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira andlise (8 dias) tanto do fator 1 (quantidade de sacarose no meio de
cultura) quanto do fator 2 (ambiente), ndo foi observada diferenca entre os tratamentos,
independente da caracteristica analisada (tabela 1). No entanto, aos 15 dias, foi observado que
apenas o fator 1 (quantidade de sacarose) interferiu em dois parametros analisados (Média de
brotos e média de mortalidade). No entanto, a diferenca observada ocorreu entre o meio
desprovido de fonte de sacarose, em relacdo aos meios com sacarose (tabela 2). Nao houve
diferenca entre os parametros analisados nos meios que foram suplementados com sacarose.
Este resultado indica que a quantidade de sacarose utilizada néo interfere no desenvolvimento
in vitro de apices caulinares de cana-de-aclUcar. A penas a auséncia da fonte de carbono
interfere no desenvolvimento in vitro. O tratamento 3 (10 g.L™") mantido na casa-de-vegetacéo
apresentou a melhor média de brotacao tanto do 8° quanto no 15° dia.

Apesar das porcentagens de brotacdo ndo terem apresentado diferencas estatisticas, foi
observada uma brotac&o maior no tratamento 3 (10 g.L™) no 8° dia e nos tratamentos 2 (5 g.L™)
e 3 (10 g.L™") no 15° dia. Com relagdo ao ambiente (fator 2), os resultados indicam que a
auséncia de controle de temperatura ou de fotoperiodo ndo interferem no desenvolvimento in
vitro de apices caulinares de cana. Este resultado esta de acordo com o que foi descrito
anteriormente na literatura. Em Cuba a utilizacdo da luz natural em “Bio-fabricas” foi um
sucesso, utilizando as casas das vilas em laboratérios de cultura do tecido (Baezas-Lopez,
1995).

Tabela 1. Média de brotos, porcentagem de brotacdo, média de mortalidade e porcentagem de
enraizamento referentes ao 8° dia de cultivo in vitro de cana-de-aclcar (cv. RB932520).

Fator Tratamento Média de Brotacao(%) Média de Enraizamento
brotos mortalidade (%)

Sacarose  (1)0 g.L* 0,20 20,83 1,22 0
(2)5 g.L? 0,66 41,66 1,22 0
(3)10 g.L™ 0,79 45,83 1,22 0
(4)20 g.L™* 0,37 25 1,22 0
Ambiente SC 0,47 37,50 1,22 0
Ccv 0,54 29,16 1,22 0

* SC — Sala de crescimento, CV — Casa-de-vegetacéao.
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Tabela 2. Média de brotos, porcentagem de brotacdo, média de mortalidade e porcentagem de
enraizamento referentes ao 15° dia de cultivo in vitro de cana-de-a¢Ucar (RB932520).

Fator Tratamento Média de Brotacao(%) Média de Enraizamento
brotos mortalidade (%)
Sacarose  (1)0 g.L™ 0,00 b* 0,00 0,70b 0
(2)5 g.L™* 2,54 a 87,50 1,17 a 0
(3)10g.L ™ 3,54 a 87,50 1,22 a 0
(4)20g.L* 2,08 a 79,16 1,22 a 0
Ambiente SC 1,87 56,25 1,06
Ccv 2,20 70,83 1,09 0

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade. * SC — Sala de crescimento, CV — Casa-de-vegetacéo.

A média de mortalidade ndo diferiu estatisticamente no 8° dia, demonstrando a
viabilidade de todos os tratamentos em ambos ambientes. No entanto, no 15° dia observou-se
morte total dos explantes do tratamento 1 (0 g.L™). Este resultado indica que auséncia de
sacarose inviabilizou o desenvolvimento in vitro independentemente do ambiente de cultivo. No
entanto, plantas com cloroplastos funcionais podem crescer em meios de cultura sem sacarose,
desde que o ambiente in vitro da micropropagacao seja adaptado para permitir a fotossintese
(Kozai e lwanami, 1988). A auséncia de desenvolvimento radicular foi observada em ambos
fatores, tanto no 8° quanto no 15° dia, ou seja, a sacarose nao interfere no desenvolvimento do
sistema radicular.

Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que a micropropagacdo fotoautotréfica
pode reduzir as concentracfes padrées de sacarose que sao fornecidas no meio MS sem haver
prejuizo para o desenvolvimento in vitro de cana-de-agUcar. Da mesma forma, este estudo
indicou que o cultivo in vitro sem condi¢des controladas de fotoperiodo e temperatura (casa-de-
vegetacgdo) é viavel para a micropropagacgéo de cana-de-agucar.

Figura 1. Explantes de cana-de-acUcar (RB932520) propagadas in vitro na casa de vegetacao,
submetidas ao contato direto com o ambiente natural (ndo controlado).

CONCLUSAO
O uso da luz natural e o cultivo sem controle de temperatura e fotoperiodo tém efeito
similar na micropropagacao de cana-de-aclcar (RB932520) em sala de crescimento. A reducao
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da quantidade de sacarose néo interfere no desenvolvimento dos &pices caulinares de cana
independente se ha ou ndo controle das condicBes de cultivo (fotoperiodo, temperatura).
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