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Avaliacdo in vitro de acessos de Saccharum a tolerancia ao aluminio
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Resumo - O Brasil se destaca no cenario mundial quanto a producdo de energia renovavel. Neste
sentido, a pesquisa tem despertado grande interesse pelas biomassas que apresentam grande potencial
energético e vem buscando incessantemente por cultivares mais produtivas sob condigdes desfavoraveis.
Dentre as biomassas utilizadas e de maior potencial para producédo de energia, a cana-de-acgUcar destaca-
se no cenario nacional. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar dois acessos: Saccharum
officinarum e Miscanthus spp., do complexo Saccharum do BAGCana da Embrapa, quanto a tolerancia
ao estresse abidtico de toxidez por aluminio, em condi¢des de cultivo in vitro. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros em
Aracaju. Foram utilizadas brotagdes adventicias, cultivadas em meio Murashige e Skoog liquido,
suplementado com 2% de sacarose, na presenca de cinco concentracées (0, 200, 400, 600, 800 uM) de
AICls. Numero de brotagdes, comprimento da parte aérea e da raiz, massa seca da raiz e da parte aérea,
teor de prolina e clorofilas A, B e total foram analisados. Saccharum officinarum apresentou maior
comprimento de raizes, massa seca e fresca da parte aérea e menores teores de prolina frente a toxidez
de aluminio, apresentando assim maior tolerancia que o acesso Miscanthus sp.

Termos para indexagdo: Saccharum officinarum, Miscanthus spp., Cana-de-agUcar, Sele¢&o in vitro.

Introducéo

A procura e necessidade de novas fontes de energias renovaveis € o objetivo de grande parte das
nacOes do mundo, para a diminuicdo do uso da energia fossil, grande causadora de polui¢do atmosférica.
A acessdo pelas biomassas e producdo de energia terd que estar adepta a protecdo dos ecossistemas e a
garantia da seguranga alimentar. Portanto, faz-se necessario a busca por genotipos adaptados de espécies
produtoras de biomassas que possam se expandir para areas de baixa acessibilidade hidrica (Azevedo e
Lea, 2011; Carr; Knox, 2011) e que possuam solos com salinidade e acidez (Vasconcelos et al., 2013).
Vale ressaltar que, regides com acidez de solo costumam apresentar aluminio em sua composig&o.

A presenca do aluminio na composicdo do solo é um fator limitante para o desenvolvimento das
plantas, pois reduz o crescimento radicular e dificulta a absorcéo de gua e nutrientes, contribuindo para
a baixa producéo agricola. Dessa forma, para obtencdo de melhores rendimentos faz-se necessario o uso
de tecnologias para melhorias do solo ou da parte genética das plantas (Echart; Cavalli-Molina, 2001).
A cultura de tecidos é de suma importancia para otimizar a interagdo de fatores abidticos e bidticos, pois
permite mais rapidez e seguranga na regeneracgao e propagacao de material melhorado.

Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os acessos Saccharum officinarum e Miscanthus
spp. do BAG Saccharum da Embrapa, quanto a tolerancia ao estresse abi6tico de toxidez por aluminio
em condic@es de cultivo in vitro.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, Sergipe. Como material vegetal, foram utilizadas brotacGes dos
acessos Saccharum officinarum (acesso 101 — clone Q45866) e Miscanthus spp. (acesso 114 — clone
Fiji_15), parte do Banco ativo de Germoplasma de Saccharum da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Nossa
Senhora das Dores - Sergipe. A cada trinta dias, as culturas foram transferidas para frascos com
capacidade de 250 mL, contendo 30 mL de meio de multiplicagdo (MM), constituido de sais do meio



Anais do X Seminério de Iniciacdo Cientifica e P6s-graduacéo da Embrapa Tabuleiros Costeiros 32

de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962), suplementado com 2% de sacarose, 0,3 mg L de BAP, 0,15
mg L cinetina, e 4 g L? de gelificante. As culturas foram subcultivadas por 6 meses, para atingir o
namero suficiente de brotacGes, para 0s ensaios experimentais. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura ambiente de 25 + 2 °C, 60 + 5% de umidade relativa e intensidade
luminosa de 60 pmol m? s, com 14 h de fotoperiodo.

No screening in vitro, quanto a tolerancia ao aluminio, foi utilizada a metodologia adaptada de
Cancado et al. (2009). BrotacBGes adventicias de 3 cm, enraizadas dos acessos oriundas do segundo
subcultivo foram transferidas para meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) liquido, com base de
suporte de isopor esterilizado, suplementado com 20 g L™ de sacarose, em cinco diferentes
concentracdes de Cloreto de Aluminio (AICls): 0; 200, 400, 600 e 800 uM, com pH ajustado para 4.2.
As culturas foram mantidas em camara de crescimento, sob condic¢des de dia longo (16/8 h ciclo de
luz/escuro), a uma temperatura de 25 + 2 °C e umidade relativa de 60 £ 5% de umidade relativa e
intensidade luminosa de 60 pmol m2s™,

Para o enraizamento, brota¢6es foram inoculadas em meio de cultura MS, suplementado com 20
g L de sacarose, 0,7 mg L™ de acido naftalenoacético (ANA), gelificado com 1,5 g L%, e pH ajustado
para 5.8. As culturas foram mantidas em cdmara de crescimento, nas condi¢des anteriores, até atingirem
1 cm de raiz.

Aos 30 dias, foram realizadas avaliagdes biométricas (nimero de brotagdes, comprimento da parte
aérea e do sistema radicular), matéria fresca e seca da parte aérea e raiz. Para obtencdo do resultado do
crescimento de parte aérea e raiz foi realizada a subtracdo entre o comprimento aos 30 e 0 dias (no inicio
do experimento). Para obtencdo das massas secas, cada parte vegetativa foi seca em estufa de aeracéo
forcada a 60 °C, até atingir peso constante. A analise de teor de prolina das folhas foi realizada de acordo
com o método de Bates et al. (1973) e os contetidos de clorofila a (Cl a), Clorofila b (CI b) e clorofila
total (CT) foram realizados de acordo com o método de Shabala et al. (1998).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5 (2 acessos
x 5 niveis de Aluminio) em cinco repeticGes. Para os niveis de AICls, os dados das variaveis foram
submetidos a andlise de regressdo, com ajuste de equagdes e para 0s acessos as medias foram
comparados pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Para as analises foi utilizado o software
estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados e discussao

Houve efeito significativo dos acessos no comprimento de parte aérea, comprimento de raizes e
namero de brotagGes. Nao houve efeito significativo dos niveis de aluminio e a sua interagdo com o
fator acessos para essas varidveis. Segundo Rossiello e Jacob Neto (2006), o aluminio toxico,
desenvolve alteraces no sistema radicular das plantas, diminuindo a massa e o tamanho das raizes.
Assim, quanto ao desenvolvimento radicular, 0 acesso Miscanthus spp. (Fiji_15) foi mais sensivel a
presencga do aluminio, quando comparado a Saccharum officinarum (Q45866) (Tabela 1). Por sua vez,
ao utilizar dez concentracgdes crescentes de Al em solugdo nutritiva em cana-de-aglcar Oliveira (2012)
observou queda no crescimento radicular, somente quando a concentragdo foi maior que 500 pmol L.

Tabela 1. Comprimento de parte aérea (CPA) e raizes (CRA), e nimero de brotagdes (NUB) de acessos
de Saccharum, aos 30 dias de cultivo in vitro, sob estresse por toxidez de aluminio.

Acessos CPA (cm) CRA (cm) NUB
101 — Saccharum officinarum (Q45866) 10,04 b 454 a 432a
114 - Miscanthus spp. (Fiji_15) 20,32 a 196 b 2,08 b
CV (%) 27,65 21,11 55,81

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >0,05).

Em relacdo & biomassa, houve efeito isolado de acessos e niveis de aluminio para massa fresca e
seca da parte aérea. O acesso 101 — S. officinarum (Q45866) apresentou melhor desenvolvimento
vegetativo em parte aérea que 0 acesso 114 (Tabela 2). Para massa fresca e seca da raiz, ndo foram
detectados efeitos significativos dos acessos e niveis de aluminio. O comportamento da massa fresca de
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parte aérea em fungdo dos niveis de aluminio foi linear negativo (y = -0,0002x + 0,4165; Rz = 0,5172),
enquanto para massa seca da parte aérea foi quadratico (y = 6E-08x2 - 7E-05x + 0,0462; Rz = 0,9667).

Tabela 2. Massa fresca da parte aérea (MFPA) e do sistema radicular (MFRA) e massa seca da parte
aerea (MSPA, g) e do sistema radicular (MSRA) de acessos de Saccharum aos 30 dias de cultivo in
vitro, sob estresse por toxidez de aluminio.

Acessos MFPA (9) MSPA (g) MFRA(g) MSRA(9)
101 - S. officinarum (Q45866) 0,4828 a 0,0459 a 0,1210 a 0,0089 a
114 - Miscanthus spp. (Fiji_15) 0,2029 b 0,0210 b 0,1337 a 0,0093 a
MFPA (g) MSPA (g)
y =-0,0002x + 0,4165 y = 6E-08x? - 7E-05x + 0,0462
R? 0,5172 0,9667
CV (%) 44,08 38,96 44,39 41,8

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Segundo Sousa (2018), em pesquisa com a cana-de-acUcar cultivada em sistema hidropdnico, a
maior concentracdo de aluminio no meio (70 mg L), nédo foi considerada letal. Entretanto, os niveis
avaliados no presente estudo foram bem superiores, induzindo um comportamento linear negativo e de
segundo grau a massa fresca da parte aérea e a massa seca da parte aérea, respectivamente.

Houve efeitos isolados dos fatores acessos e niveis de aluminio na producédo de prolina. O
acesso 114 (Miscanthus spp.) produziu maior quantidade de prolina na presenga de niveis de AICl; a
partir de 400 uM, provavelmente por sua maior sensibilidade ao Al, exigindo maior producéo de prolina
como defesa. Os teores de prolina em fungdo dos niveis de aluminio, seguiram um comportamento
quadratico nos dois acessos (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de prolina em acessos de Saccharum aos 30 dias de cultivo in vitro, sob estresse por
toxidez de aluminio.

Acessos
AICl; (M) Acesso 101 Acesso 114
Saccharum officinarum Miscanthus spp.
Prolina (umol g de massa fresca)

0 76,31 a 58,65 b

200 57,72 a 51,38 b

400 59,92 a 60,56 a

600 55,71 a 66,70 a

800 65,07 b 81,43 a

y=0,000353x2-0,1658x+74,91  y=0,00029x%-0,0561x+57,42

R2 0,8638 0,9608

CV (%) 39,38

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Para clorofila A e total, houve efeito isolado dos acessos e niveis de aluminio, para clorofila B,
apenas efeito dos acessos. O acesso Miscanthus spp. (Fiji_15) produziu maior quantidade de clorofila,
diferindo estatisticamente de Saccharum officinarum (Q45866) (Tabela 4). A clorofila A e a clorofila
total, em funcdo dos niveis de aluminio, seguiram um modelo linear crescente de, respectivamente,
y=0,0003x + 0,3907, R?= 0,799 e y=0,0003x + 0,5062; R?= 0,8103.
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Tabela 4. Teores de Clorofila A, B e Total em acessos de Saccharum aos 30 dias de cultivo in vitro,
sob estresse por toxidez de aluminio.

Acessos Clorofila A Clorofila B Clorofila
Total
101 — Saccharum officinarum (Q45866) 0,400 b 1,1256 b 0,525b
114 - Miscanthus spp. (Fiji_15) 0,606 a 1,2434 a 0,719a
Clorofila A Clorofila Total
y=0,0003x + 0,3907 y=0,0003x + 0,5062
R? 0,799 0,8103
CV (%) 16,11 3,36 12,69

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >0,05).
Conclustes

O Acesso Q45866 (Saccharum officinarum) apresentou maior comprimento de raizes e nimero de
brotacdes, além de maior massa seca e fresca da parte aérea e menores teores de prolina, frente a toxidez
de aluminio, apresentando assim maior tolerancia que o acesso Miscanthus sp.
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