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RESUMO

Em uma etapa inicial para a estruturagdo de um
sistema de producdo de mudas sadias de cana-de-
acucar no Rio Grande do Sul, executou-se um trabalho
com o0 objetivo de adaptar um protocolo de
micropropagacao para viabilizar a limpeza clonal dos
acessos ja avaliados comparativamente em rede pela
FEPAGRO. Apesar de os meristemas terem sido
gerados sob condigdes controladas, a proliferacao de
microorganismos no meio de inducgéo foi a causa mais
expressiva de perdas. Por isso, desenvolveu-se uma
sequéncia de procedimentos para a geracdo de
matrizes. ApOs a regeneracdo das primeiras
vitroplantas, houve elevados indices de multiplicacéo,
por meio da separacdo dos perfilhos em meio de
cultivo sem fitorreguladores. O enraizamento ocorreu
apés quatro ou cinco subcultivos, dispensando
fitorreguladores, e as plantas foram aclimatizadas com
sucesso. O trabalho subsidiara iniciativas para o
progresso tecnoldgico da cultura da cana-de-agucar no
Estado.

Palavras-chave: cana-de-acgUcar, meristema,
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ABSTRACT

As a first step to structure a system to produce
sugarcane healthy propagule in Rio Grande do Sul
State, in vitro cultures were executed in order to adapt
a micropropagation protocol of clone cleaning of the
accessions until now comparatively evaluated in a field
web of assays. Despite meristems were obtained under
controlled conditions, contamination by microganisms
in the induction phase was the most significant cause
of in vitro losses. Thus, it was proposed a sequence of
procedure to prepare tissue donor plants. After
regeneration of the first shoots, it was recorded high

multiplication rates by means of shoot division in the
absence of growth regulators. In vitro rooting occurred
after four to five subcultures, without growth regulators,
and complete plants were acclimatizated with success.
The results will offer support to technical advances of
sugarcane culture in Rio Grande do Sul State.

Key words: sugarcane, meristem, micropropagation,
Saccharum spp

INTRODUCAO

A propagacao e a manipulacdo in vitro da cana-
de-agUcar apresentam grandioso avango tecnolégico
nas regides do planeta em que a cultura esta mais
desenvolvida, onde biofabricas (LEE et al., 2007) e
sistemas automatizados (KAIZU et al, 2002)
viabilizaram-se para a geragdo em larga escala de
material propagativo sadio com origem genética
assegurada.

Em contraste, no Estado do Rio Grande do Sul,
as iniciativas para pesquisa e geragdo de tecnologias
para a cultura da cana-de-acUcar ainda estdo em uma
condi¢éo inicial (GOMES e KICHEL, 1996; MALUF et
al., 2008; SILVA et al., 2008), de modo que o Estado &
grande importador de alcool combustivel.

Nesse Estado, a cana-de-aglcar é cultivada
desde 1725, em propriedades de economia familiar,
para emprego forrageiro e produgdo artesanal de
alimentos (SCHUCH, 2007), periodo em que tanto
acessos antigos quanto material introduzido por
viajantes foram propagados vegetativamente in vivo.

Apesar de Vviabilizar plantios de individuos
idénticos a partir de um mesmo acesso ao longo de
inmeros ciclos de produgédo, a propagacdo vegetativa
desencadeia problemas de origem genética e sanitéria.
Dentre os problemas de origem genética, destacam-se
a perda ou troca da denominacao original da variedade
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e 0 acumulo de alteracdes genéticas com a idade
avancada do tecido de origem, como perdas
teloméricas, mutagdes de ponto, sequéncias virais
inativas e variag6es de nimero cromossdmico. Dentre
0s problemas de origem sanitaria, destacam-se o
aclmulo de organismos patogénicos nos tecidos da
muda (TORRES et al., 1999).

A renovacdo das variedades com bom
desempenho produtivo e a apropriagdo, pela pesquisa
publica, dos acessos historicamente adaptados aos
ambientes do Estado sdo etapas essenciais para o
desenvolvimento tecnolégico da cultura da cana-de-
aculcar.

Por isso, foi feito um trabalho com o objetivo de
adaptar um protocolo de micropropagagdo para 0S
acessos que estdo sendo avaliados comparativamente
em rede pela Fundagdo Estadual de Pesquisa
Agropecuéria (FEPAGRO), como um primeiro passo
para a estruturacdo de um sistema de producdo de
mudas sadias no Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Em junho de 2008, foram coletados colmos dos
acessos Ligeirona, Bento Goncalves, RB765418 e
RB851011, para um teste preliminar. Em agosto de
2008, foram coletados colmos de NA56-79, RB787750,
SP71-1406 e SP70-1143 para um experimento in vitro.
O material foi retirado de uma colecao de 218 acessos,
mantida na Unidade de Viam&o (RS) da FEPAGRO,
com latitude 3002'29” Sul, longitude 5104'45” Oes te,
altitude em torno de 112 m, com médias anuais de
temperatura e precipitagdo de 19,9°C e 1314 mm,
respectivamente. Em cada coleta, foram escolhidos
guatro acessos com colmos vigorosos e homogéneos
quanto a distancia entre os nos.

No Laboratério de Cultura de Tecidos da
FEPAGRO, em Porto Alegre, os colmos foram
submetidos a: a) Remocgéao das folhas e fracionamento
com serra desinfestada por imersdo em etanol 70%
para a individualizacéo de toletes contendo um n@; b)
Friccdo com esponja e detergente liquido sob agua
corrente para remogdo de poeira e fumagina; c)
Imersao em etanol 70% por 1 min, e em NaOCI 1% por
10 min (teste preliminar), e por 40 min para o
experimento in vitro; d) Enxagiie abundante em agua
corrente (teste preliminar) ou triplo enxagliie em agua
estéril (experimento in vitro) e cobertura com casca de
arroz carbonizada esterilizada umedecida com agua
destilada estéril dentro de recipientes rasos (bandejas
de aluminio); e) Manutencdo dos toletes com os nés
voltados para cima em estufa a 37+2°C no escuro para
inducdo a brotagdo, com reposicdo da umidade do
substrato a cada 48 ou 72 h.

Durante a brotagdo das gemas do material
coletado em agosto, para o0 experimento in vitro, a
umidade do substrato foi mantida com solugbes dos
produtos fitossanitarios alternados: sulfato de cobre

com oxitetraciclina (Agrimaicin a 0,43 g L"), mancozeb
(Manzate a 29 L'l), tiofanato metilico gCercobin a 0,75
g L"), dicarboximida (Captan a 2 g L™) e procimidona
(Cialex a1,5g L™).

Em camara de fluxo estéril, tanto para o teste
preliminar quanto para o experimento in vitro, o
meristema de cada brotagdo, medindo 2 a 3 mm, foi
removido ao  estereoscOopio e  estabelecido
individualizadamente em tubo de ensaio (d =2,5 cm)
contendo 10 mL de meio de indugéo MP Il (LEE et al.,
2007) contendo 0,1 mg cinetina, 0,2 mg 6-
benziladenina e 20 g sacarose L. O pH do meio foi
corrigido para 5,8 previamente a autoclavagem.

No teste preliminar, o0s meristemas foram
estabelecidos em diferentes condi¢fes de cultivo para
identificar requerimentos especiais dos tecidos. Um
total de 13 meristemas, sendo, no minimo, um de cada
acesso, foram estabelecidos em trés variagbes do
meio MP Il (LEE et al., 2007): 1%) com 7 g agar L™,
resfriado com inclinacdo ~30°% 2% com dupla fase (8
mL de meio com 7 g agar L™ cobertos com 2 mL de
meio liquido); 3%) sem &gar (10 mL de meio liquido).

Para comparar o potencial morfogénico dos
acessos NA56-79, SP71-1406, RB787750, SP70-1143,
foram estabelecidos 43 meristemas em meio MP |l
gLEE et al., 2007) com pH 5,8, acrescido de 7 g agar L

e resfriado com inclinagdo ~30°. O delineamento foi
completamente casualizado com 3 repeticdes para
NA56-79 e 4 repeticbes para os demais acessos,
sendo cada parcela constituida por 3 frascos.

Os explantes foram mantidos em sala climatizada
(fotoperiodo de 16 h a 1600 lux, temperatura 27 +1°C)
e avaliados semanalmente quanto aos aspectos: a)
resposta  morfogénica [vivos (com e sem
desenvolvimento) e mortos]; b) oxidacdo fendlica; c)
contaminacao (fungica e bacteriana).

Apbés 28 dias in vitro, os meristemas que
apresentaram resposta morfogénica, sem
contaminacdo, foram transferidos para frascos snap
cap contendo 30 a 33 mL do meio de multiplicagcdo MP
Il (LEE et al., 2007) sem fitorreguladores, acrescido de
20 g sacarose e 7 g agar L. O pH do meio foi
corrigido para 5,8 previamente a autoclavagem.

A etapa de multiplicagdo incluiu subcultivos em
meio de multiplicagdo de igual constituicdo a cada 14
dias, por meio da separacéo dos perfilhos. A partir do
terceiro subcultivo, foi testada a variagdo do meio de
multiplicacdo, com transferéncia de parte do material
para meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) sem
fitorreguladores, contendo 30 g sacarose e 7 g &gar L™
e pH corrigido para 5,8 antes da autoclavagem.

Os dados registrados aos 21 dias do cultivo
experimental foram submetidos aos testes de
normalidade e de igualdade das variancias. Os dados
foram transformados e submetidos & anélise de
variancia paramétrica e as médias foram comparadas
pelo teste de Duncan quando a probabilidade de o F
calculado ser superior ao F tabelado foi < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os acessos responderam ao estimulo a
brotacdo em estufa. No prazo de 21 a 28 dias, uma
brotacéo aclorofilada foi emitida de cada nd, contendo
0 meristema apical caulinar a ser estabelecido in vitro.
A emissdo de raizes precedeu ou foi simultanea a
brotacdo caulinar, variando conforme o acesso.

O teste preliminar permitiu a identificacdo das
caracteristicas morfolégicas e da estratégia mais
adequada

para excisdo e estabelecimento dos meristemas.
Todos os explantes desse cultivo foram perdidos pela
competicdo com microorganismos que se proliferaram
in vitro, o que comprovou a necessidade de medidas
preventivas & contaminagao no preparo dos tecidos.

No cultivo experimental in vitro, os dados
apresentaram distribuicdo normal e igualdade das
varidncias, bem como coeficientes de variacdo
aceitaveis (de 9 a 28%) para todas as variaveis
analisadas. Houve diferenca significativa entre os
acessos apenas no nimero de explantes que, apesar
de permanecerem vivos, ndo apresentaram

morfogénese, e no ndamero de explantes que
apresentaram contaminagdo bacteriana (Tabela 1).

Os acessos SP70-1143 e SP71-1405, ambos
oriundos do Estado de Sao Paulo, ndo apresentaram
respostas significativamente diferentes, com 83% dos
meristemas apresentando desenvolvimento in vitro,
caracterizado pelo aumento de tamanho e mudanca de

formato (Figura 1 A). O potencial organogénico
aparentemente superior dos acessos SP foi
desfavorecido pelos mais altos indices de

contaminacao bacteriana, 67% na média.

Os meristemas de RB7877850 apresentaram 0s
menores indices de oxidacdo, porém, a maior
mortalidade aos 21 dias de cultivo. O acesso NA56-59
apresentou potencial morfogénico significativamente
menor em relacdo aos demais, apesar de néo
apresentar o maior indice de oxidagdo, e nao ter
havido morte ou contaminacdo dos explantes. As
diferencas entre genétipos foram coerentes com suas
diferentes origens, confirmando que a resposta
morfogénica de cana-de-aclcar é dependente do
gendtipo (GANDONOWU et al., 2005).

Tabela 1 — Respostas dos meristemas de quatro acessos de cana-de-agUcar apds 21 dias in vitro. A analise de
variancia foi feita sobre os valores numéricos e as médias estdo expressas em percentagem.

Acesso Organogénese Oxidacao Contaminacédo
Vivos Mortos Bacteriana*  Fungica
Desenvolvidos Parados*

SP70-1143 75 8 b 17 67 75 a 8
SP71-1406 92 0 b 8 58 58 ab 0
RB787750 58 17 b 25 33 25 bc 8
NA56-79 43 57 a 0 43 0 c 0
Média Geral 70 19 14 51 44 5
Pr>F 0,060 0,020 0,530 0,474 0,010 0,646
Transf. x+10 X+2 x+1 X+4 x+10 Asen(x+5)
CV% 16 24 15 9 12 28

* Médias seguidas de letras distintas, diferem pelo teste de Duncan em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Apesar de 70% dos meristemas estarem vivos, e
com aumento de tamanho, aos 21 dias in vitro, a
maioria foi descartada devido a proliferacdo
bacteriana. Passada a fase inicial de regeneracdo a
partir do meristema, mais lenta (Figura 1 B), ocorreu a
formacgéo de parte aérea com folhas bem diferenciadas
(Figura 1 C), e perfilhos foram emitidos continuamente,
viabilizando altas taxas de multiplicagédo (Figuras 1 D e
E). A formacdo de perflhos em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) foi morfologicamente
similar a observada em MP Il (LEE et al., 2007).

Independentemente do meio de multiplicagéo,
ocorreu enraizamento apés 4 a 5 subcultivos, na
auséncia de fitorreguladores (Figura 1 F).

A proliferagdo de microorganismos de origem
enddgena ao explante é rara no cultivo de meristemas

da maioria das espécies vegetais, pois 0 meristema é
um conjunto de células de formacgdo recente, ainda
ndo vinculado ao sistema vascular (TORRES et al.,
1999). Entretanto, no teste preliminar, 100% dos
meristemas de 2 a 3 mm foram perdidos por
contaminacdo. No cultivo dos acessos NA56-59, SP70-
1143, SP71-1405 e RB787780, uma vez que houve
tratamento sanitario mais intenso durante a brotacéo, a
proliferacdo de microorganismos enddgenos foi
reduzida para 44% dos meristemas. Apesar disso,
essa propor¢éo ainda € muito elevada e bem diferente
do registrado em outras espécies, indicando uma
adaptacdo dos microorganismos enddgenos na
colonizacdo dos tecidos da cana-de-agUcar, inclusive
do meristema, registrada para outras variedades de
diferentes ambientes (LEE, 1987; HUREK et al., 2002 ;
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DONATO et al., 2005; MARTINS et al., 2008).

Mais da metade dos meristemas dos quatro
acessos apresentou oxidacdo fendlica nos primeiros
20 dias in vitro, confirmando o registrado para outros
gendtipos (LORENZO et al,, 2001), o que ndo foi
impedimento para a regeneracao de plantas.

A grande proporcdo de meristemas que s&o
perdidos por oxidagdo e contaminagdo pode ser

compensada pela alta resposta organogénica de cada
explante que permanece viavel, o qual pode dar
origem a milhares de vitroplantas. Porém, a formagéo
de uma grande populacdo de plantas a partir de um
Gnico meristema pode gerar problemas sérios no caso
excepcional de uma ou todas as células desse tecido
conter ocasionais mutagdes, variagbes somaclonais ou
epigenéticas (TORRES et al., 1999).

F

Figura 1 — Micropropagacéo dos acessos de cana-de-agUcar NA56-79, SP71-1406, RB787750 e SP70-1143, os quais
que estdo sendo avaliados comparativamente em rede pela FEPAGRO. A) Aumento do tamanho do meristema em
meio de indugdo. B) Organogénese em meristema ainda sem presenca de clorofila. Parte do explante apresenta
oxidagéo fendlica. C) Parte aérea com folhas diferenciadas. D) Perfilhamento in vitro. E) Multiplicagdo em meio sem
fitorreguladores. F) Raizes emitidas simultaneamente ao perfilhamento apdés 60 dias de cultivo em meio de
multiplicacdo sem fitorreguladores.
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A contaminacgdo bacteriana ndo esteve presente
no material de NA56-59, obtido do Norte da Argentina,
diferentemente dos demais acessos, que sdo
brasileiros. E possivel que o acumulo de bactérias
enddégenas dependa da abundancia e da variabilidade
desses organismos nos ambientes e em que o material
foi cultivado ao longo dos iniUmeros ciclos de produgéo.

Além disso, a avaliagdo visual excluiu
microorganismos que nao encontram condi¢bes para
proliferagdo no ambiente de cultivo de plantas, tal
como inimeros patdgenos (LEIFERT et al., 1994), e
ndo permite identificar organismos endofiticos que tém
alguma interacéo favoravel ao metabolismo da cultura
(HUREK et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002).

Por outro lado, foi possivel observar que a
contaminacdo fungica ndo teve origem enddgena e
deveu-se a manipulagdo do material.

As elevadas perdas por contaminagdo indicaram
que toletes de plantas do campo ndo podem ser
usados diretamente para a geracao de meristemas em
estufa. A geracdo de matrizes fornecedoras de toletes
limpos em condicbes sanitarias ideais sera
indispensavel para a otimizacdo do protocolo para os
acessos disponiveis no Estado.

De acordo com as observagbes ao longo do
trabalho, indica-se uma sequéncia de procedimentos
para a geracdo de matrizes dos acessos de cana-de-
aclcar em cultivo no Rio Grande do Sul, para viabilizar
a micropropagacao e a limpeza clonal.

1) Coleta de colmos a campo, de plantas
vigorosas, sem sinais visiveis da presenca de pragas e
patégenos, com desempenho produtivo similar e
compativel com o observado na variedade.

2) Friccdo vigorosa dos colmos com esponja e
detergente liquido sob 4gua corrente, para remogéo de
poeira e fumagina.

3) Individualizacdo dos toletes com emprego de
uma serra desinfestada por imersdo em etanol 70%
por 10 minutos. A serra deve ser desinfestada para
cada colmo.

4) Imersao sequencial dos toletes individualizados
em: etanol 70% por 1 min; NaOCI 1% por 40 min; e
4dgua destilada estéril a 52°C por 30 minutos para
combate as bactérias causadoras das listas cloréticas
(CENTEC, 2004).

5) Plantio dos toletes em vasos contendo volume
de substrato estéril maior ou igual a 30 litros, dois ou
trés toletes por vaso, com posterior desbaste das
brotagbes menos desenvolvidas. O substrato pode ser
esterilizado por autoclavagem, mesmo que haja perda
de propriedades quimicas ou fisicas, para ndo ser fator
de reinfestacéo das matrizes.

6) Cultivo do material em ambiente protegido, sob
alta luminosidade e temperaturas amenas, sem acesso
de vetores de doencas, preferentemente em casa de
vegetacdo com tela anti-afideo.

7)  Aplicacdo periédica de triadimenol
(concentrado emulsionavel) ou triadimefom (p6
molhavel) para combate ao carvdo, concomitante ao

crescimento das matrizes (ANDREI, 2005).

8) Rega e aplicagdo de solugdes nutritivas com
agua potavel que nado tenha contato com solo ou
outras plantas.

9) Indexagem das plantas para as principais
viroses registradas na regido, a partir do terceiro més
de brotagdo. Colmos das plantas livres de virus podem
ser empregados como fonte de explantes, inclusive as
rebrotas posteriores, desde que o material seja
mantido sob cultivo protegido, sem o contato com
outros organismos.

Passados cinco a seis meses, 0s colmos seréo
cortados e submetidos aos procedimentos de lavagem,
fracionamento, desinfestacéo, instalagdo em substrato
estéril e transferéncia para estufa visando a indugéo a
brotacéo, tal como descrito no item Material e Métodos
desse trabalho. Desse modo, ainda que exista oferta
de entrega de mudas aclimatizadas em 8 a 9 meses
por empresas de propagacdo privadas, a limpeza
clonal dos acessos disponiveis pela pesquisa publica
do Estado do Rio Grande do Sul requer, no minimo,
cinco meses a mais para a geragdo de matrizes.

Os resultados desse trabalho subsidiaréo
iniciativas para o progresso tecnolégico da cultura da
cana-de-acUcar no Estado do Rio Grande do Sul, pela
garantia da sanidade e da origem genética do material
propagativo.

Entretanto, uma vez que a demanda por
variedades de alto desempenho produtivo tem
aumentado no Estado do Rio Grande do Sul, também
€ necessario que a pesquisa publica tome medidas
preventivas para garantia dos direitos dos obtentores
de novos genétipos. Empresas privadas de
propagacdo propSem a possibilidade de o produtor
selecionar plantas mais produtivas no seu canavial,
para micropropagacdo em massa, originando sele¢des
sobre as quais o produtor teria exclusividade. Tal
oferta possibilita a apropriagédo indevida de variedades
ja existentes, registradas e até protegidas por seu(s)
obtentor(es), uma vez que o fendtipo varia com o
ambiente. Nesse caso, paralelamente ao avanco das
técnicas de clonagem, a adaptacdo de técnicas de
identificacdo molecular dos gendtipos sera necessaria
para garantir o direito do(s) obtentor(es) sobre o
material genético. Tal garantia incentivara iniciativas
para o melhoramento genético dessa cultura.
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