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ESTABELECIMENTO IN VITRO DE CANA-DE-ACUCAR.

Paulo Sérgio Gomes da Rocha®; Antonio Sergio do Amaral®; Amito José Teixeira', Mayara Luana Coser

Zonin?; Sergio Delmar dos Anjos®.

INTRODUCAO

O estabelecimento in vitro é uma das fases da micropropagacdo que tem como objetivo
estabelecer in vitro os explantes para os subsequientes experimentos de multiplicacdo, enraizamento
ou producdo de mudas. Um dos principais problemas desta fase de cultivo é a contaminacdo dos
explantes por diversos microrganismos (fungos, bactérias e virus), principalmente as contaminac6es
causadas por fungos e bactérias enddgenas, que sendo de crescimento lento, se difundem sobre 0s
explantes ap6s o material estar estabelecido ou em fase de multiplicagdo (COUTO et al., 2004).

Outro fator que pode dificultar a fase de estabelecimento € a oxidacao dos explantes, ou seja,
a liberacdo dos compostos fendlicos no meio de cultura, através das células lesionadas pelo corte.
Em alguns casos, além do escurecimento provocado no meio de cultura, tais compostos podem
causar toxidez, inibir o crescimento e ocasionar a morte do explante (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Algumas técnicas podem ser utilizadas eficientemente no controle da
oxidacdo, entre estas se destaca 0 uso de substancias anti-oxidantes como acido ascérbico, carvao
ativado, formulacdo de meio de cultura mais diluido e o cultivo dos explantes no escuro por um
periodo maximo de uma semana. Entretanto, o uso de carvdo ativado no meio de cultura podera
dificultar a identificacdo de contaminacéo causada por bactéria (SILVA, 2003).

Dentre as diversas variedades de cana-de-acUcar utilizadas, a RB925345 destaca-se por
possuir elevada produtividade agricola com alta estabilidade de toneladas de colmo por hectare
(TCH), crescimento rapido e habito ereto. Em relacdo a suscetibilidade a doencas, apresenta
suscetibilidade ao carvao (Sporisorium scitamineum), especialmente em ambientes desfavoraveis e
moderada suscetibilidade a estrias vermelhas (Acidovorax avenae subsp. avenae) em ambiente de
alta fertilidade.
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@) presente trabalho teve como objetivo avaliar a porcentagem de contaminagdo na fase de
estabelecimento in vitro da cana-de-agUcar variedade RB925345.

MATERIAL E METODOS

Para estabelecimento in vitro foram usadas apice caulinar com aproximadamente 2 cm
retirados de cana-de-agucar com 10 meses de idade (Figura 1). Para a desinfestacdo dos explantes
de cana-de-agUcar foi utilizado alcool 70 %, por 30 s, em seguida 0os materiais vegetais foram
colocados em um Becker contendo solucdo de hipoclorito 1,5 % por 15 min. Apds, realizou-se o

triplice enxague com agua destilada autoclavada (Figura 2).

Figura 1. Segmento retirados da planta matriz de cana-de-agUcar para extracdo do apice caulinar,
ano. Local/RS.
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Figura 2. Aspecto dos explantes submetidos a desinfestacéo e retirada do apice caulinar

Os explantes foram inoculados em frascos 40 mL de meio de cultura MS e % MS

Qedefa/d
o

Fepagro®® \SEMATER/RSE Emgipa




simposio estadual de

¥ Agroeneragia

V reuniao tecnica de agroenergia- RS

(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-
inositol e o pH foi ajustado para 5,8 antes da adicdo de 7,0 g L™ de &gar. Os frascos com 0 meio de
cultura foram previamente esterilizados em autoclave durante 20 min a 120 °C. Apos a inoculacdo
dos explantes, o material foi colocado em ambiente escuro com temperatura de 25 + 1 °C, por sete
dias. Passado esse tempo, o material foi transferido para sala de crescimento com 16 h de
fotoperiodo, com fluxo de fétons de 25 pmol m? s e mesma temperatura. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 20 repeticdes por tratamento, sendo a
unidade experimental, em cada repeticdo, composta um tubos de ensaio contendo um explante sobre
8 mL de meio de cultura MS. As varidveis analisadas ao final de 45 dias de cultivo foram:
percentagem de contaminacgdo (bacteriana e fangica), percentagem de estabelecimento, tamanho

médio da brotacdo formada e percentagem de oxidacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de estabelecimento in vitro da cana-de-acUcar pode ser considerada
adequada, pois foram obtidos 96,5 % de explantes estabelecidos (Figura 3 e Tabela 1). Quanto a
concentracdo dos sais do meio de cultura ndo houve diferenca para as variaveis avaliadas. Em
relacdo a porcentagem de contaminacdo, ndo se verificou contaminacdo por bactéria. Ja, a
contaminag@o causada por fungos alcangou 3,5% dos explantes, podendo ser considerada baixa
(Figura 3 e Tabela 1). Isto possibilita inferir que a concentracdo de hipoclorito de sédio (1,5 %)
associada ao tempo de 15 min sdo adequados para a desinfestacdo dos segmentos de cana-de-agucar
para o isolamento do apice caulinar.

Em relacdo a porcentagem de oxidacdo dos explantes, esta foi nula. De modo geral, a
oxidagdo dos explantes durante a fase de estabelecimento in vitro esta relacionada com as espécies
vegetais e também com o tamanho do explante, pois quanto menor o explante maior sera a

probabilidade de oxidacéo.
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Figura 3. Aspecto do explante de cana-de-acUcar variedade RB925345 contaminada por fungo e

brotacdes formadas a partir de apice caulinar em meio MS.

CONCLUSAO
Tabela 1 — Porcentagem de estabelecimento, contaminacdo (fungica e bacteriana) e oxidacdo em

explantes de cana-de-agucar variedade RB925345 cultivado em meio MS e % MS.

Variaveis avaliadas Tipo de meio de cultura Média (%)
''''''''''''''''' MS  MS¥%

% Contaminacéo bacteriana 0,0a 0,0a 0,0

% Contaminagéo fungica 3,8a 3,1a 3,5

% Oxidacéo 0,0a 0,0a 0,00

% Estabelecimento 96,1a 96,9a 96,5

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan ao nivel
de 5% de probabilidade.

CONCLUSOES
Para as condicdes usadas no presente trabalho, a porcentagem de contaminagdo pode ser
considerada baixa, pois a mesma foi inferior a 5 %.
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