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Resumo

Foram analisadas duas formula¢des de meios de cultura para organogénese direta de explantes de cana-de-
acucar (Saccharum spp.), os meios de cultura MS3c e MS3k, ambos baseados na formulacao basal de M&S
(MURASHIGE & SKOOG, 1962). O MS3c foi acrescido de 50 mL de 4gua de coco e 3 mg.I! de acido
2,4 diclorofenoxi acético (2,4D) e no MS3k, a agua de coco foi substituida por 0,1 mgl-! de 6-
furfurilaminopurina (cinetina). Foram feitas observacdes com relacdo ao comportamento da cultura
submetida a tais cultivos. Observaram-se melhores resultados de organogénese direta no meio MS3c, pois
apresentou alto rendimento na regeneragao de plantas.

Palavras-chave: cana-de-agucar, organogénese direta, meio de cultura.

Abstract

Two formulations of culture media for direct organogenesis of sugar cane explants (Saccharum spp.) were
analyzed: MS3c and MS3k. Both formulations are based on the M&S formulation (MURASHIGE &
SKOOG, 1962). MS3c was supplemented by 50 ml of coconut water and 3 mgl-1 24
dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D); in the MS3k formulation, coconut water was replaced by 0.1 mg.I.-1
O-furfurylaminopurine (kinetin). Observations were made regarding the behavior of culture subjected to
such media formulations. We observed better results for direct organogenesis in the MS3c media, where
higher regeneration of plants was obtained.

Keywords: sugar cane, direct organogenesis, culture media.

Resumen

Se analizaron dos formulaciones de medios de cultivo para organogénesis directa de los explantes de la
cafia de aztcar (Saccharum spp.). Los medios de cultivo MS3c y MS3k, ambos basados en la formulacion
M & S (MURASHIGE & SKOOG, 1962). El MS3c se afiadié 50 mL de agua de coco y 3 mg.L-1 acido
2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) y MS3k, agua de coco fue sustituido por 0,1 mg.I.-1 6-furfurilaminopurina
(cinetina). Se hicieron observaciones sobre el comportamiento de la cultura sometida a tales cultivos.




Fueron observados mejores resultados de organogénesis directa en el medio MS3c, que presento mejor

regeneracion de plantas.

Palabras clave: cafia de azicar, organogénesis directa, medio de cultura.
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INTRODUCAO

A cana-de-agucar foi introduzida no Brasil no século XVI pelos portugueses inicialmente
em Pernambuco e Sao Paulo (BRAUNBECK & CORTEZ, 2008). Ela pertence a familia Poaceae
e ao género Saccharum, e atualmente sua producdo comercial, normalmente, se da pelo uso de
hibridos (FIGUEIREDO, 2010).

A cultura ¢ de suma importancia para o mundo, pois ¢ através de sua produgao que se
obtém grande nimero de produtos, sejam para ra¢ao animal, combustivel, energia elétrica ou
alimentos. A modernizacao do setor sucroalcooleiro se deu pela alta dos precos do agicar no
mercado internacional em 1960 e pelo programa brasileiro Proalcool na década de1970, que teve
o intuito de incentivar a produ¢ao de dlcool utilizando biomassa (FIGUEIREDO, 2010).
Atualmente, para atender o aumento da demanda de cana-de-agucar, se faz necessario o
melhoramento da cultura, para que haja aumento de produtividade sem aumentar a area de
plantio.

O objetivo principal do melhoramento é a obtencao de novos cultivares capazes de
promover o aumento da producdo de agucar e alcool (LANDELL & BRESSIANI, 2010). Os
programas de melhoramento genético fazem uso da micropropaga¢ao vegetativa, utilizando
técnicas da cultura de tecidos para que consiga de forma controlada, a clonagem de individuos
geneticamente melhorados em pequeno espago fisico e cronologico.

A micropropaga¢ao vegetativa também ¢ utilizada comercialmente, revelando, uma
oportunidade de investimento cada vez mais atraente: a criagdo de biofabricas, objetivando a
producio de mudas sadias em larga escala (Brazilio et a4/, 2012), como ocorre em algumas
empresas fornecedoras de mudas e em usinas.

CULTURA DE TECIDOS E MICROPROPAGACAO

O processo de cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas quais
um explante (célula, tecido ou 6rgao) é isolado sob condigbes assépticas, em meio nutritivo
artificial. Este processo baseia-se no principio da totipotencialidade das células, ou seja, qualquer
célula de organismo vegetal apresenta todas as informagoes genéticas necessarias a regeneragao
de uma planta completa (PASQUAL e al, 2001; GALLO & CROCOMO, 1995 apud
PASQUAL e# al., 2008).

Em irea comercial, como no setor sucroalcooleiro, ha necessidade de mudas sadias de
cana-de-agucar para o plantio, com isso muitas usinas possuem biofabricas, onde é realizada a
micropropagac¢do vegetativa em larga escala utilizando técnicas de cultura de tecidos. Debergh e
Read (1991) relatam que na micropropagacdo ¢ utilizada a propagagdo vegetativa em massa de

culturas que possuem valor econdmico de interesse.

11



bioenergia em revista: dialogos, ano 3, n. 1, p. 9-19, jan./jun. 2013.

RAPOSO, Mariane Soares; GOIA, Talita Gabriela; NASCIMENTO, Daniela Defavari do; OLIVEIRA,
Enio Tiago de

Comparagio de meios de cultura para organogénese direta de cana-de-agiicar (Saccharnm spp.)

A micropropagacao pode ser dividida em estagios que devem ser seguidos para
proporcionar sucesso na clonagem de plantas. Esses estagios sao: limpeza do explante,

inoculagao em meio de cultura, desenvolvimento e crescimento, multiplicagdo do individuo e a
aclimatacao (DEBERGH & READ, 1991).

MEIO DE CULTURA

Segundo Zhang e colaboradores (2003 apud Cid & Teixeira 2010), os meios nutritivos e a
sua composi¢ao operam o “milagre” da vida, ou seja, a conversao dos explantes em plantulas e
das plantulas em mudas, as quais tem o carater clonal embutido em sua natureza e, por isso,
possuem carater de genotipo supetior.

Os meios de cultura sio compostos de sais inorganicos (macro e micronutrientes),
agucares e outras misturas organicas e complexas como agua de coco (CID & TEIXEIRA, 2010).

Além dos macro e micronutrientes ha necessidade da adicao de acgtcares como fonte de
carbono, pelo fato de que a fotossintese de plantas 7z vitro é limitada. A sacarose ¢ o agucar que
apresenta melhor resultado em meios de cultura. Segundo Tambarussi (2009), a sacarose
apresenta maior eficiéncia em meios de cultura para organogénese 7 vitro.

Para que as plantas iz vitro possuam suporte quando postas em meio de cultura, se faz
necessario o uso de agentes solidificantes como agar ou phytagel. O pH dos meios de cultura
deve ser estabilizado para 5,8, propicio para melhor aproveitamento dos nutrientes pelas plantas.

HORMONIOS

Os hormonios sao biomoléculas produzidas pelas plantas, cuja fungao, é proporcionar
crescimento das estruturas do vegetal. Entre essas biomoléculas estio as auxinas, citocininas,
giberelina, entre outras. Porém, é possivel a produgao dessas biomoléculas sinteticamente, sio os
chamados reguladores de crescimento, cuja fungdo ¢ semelhante a dos hormonios (CID &
TEIXEIRA, 2010).

Na cultura de tecidos, as auxinas e as citocininas, sejam naturais ou sintéticas, sao os
fitorreguladores mais utilizados (CID & TEIXEIRA, 2010). Para preparo dos meios de cultura
sao adicionadas doses do hormonio ou regulador de crescimento em propor¢oes adequadas para
nao causar inibi¢ao e nem estimulacdo exagerada de crescimento (COUTINHO, 1973).

As auxinas, segundo Coutinho (1973), constituiram o primeiro grupo de fitormoénios a ser
identificado como tal. As observacdes mais significativas a respeito destas substancias datam de
1880, quando Charles Darwin demonstrou, de maneira simples, a fotossensibilidade do apice de
coleoptiles de sementes recém germinadas de alpiste (Phalaris canarienss).

As auxinas sao produzidas pelo apice dos caules, folhas, raizes e embrides de sementes.
As funcles que elas apresentam nos vegetais nao necessariamente ficam limitadas ao
crescimento, mas funcionam, também, como inibidor de crescimento e como estimulador de
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divisao celular. Todavia, elas influenciam no crescimento do vegetal nio pelo aumento de
numero de células e sim pelo alongamento das mesmas. Sem a presenc¢a das auxinas ocorreria a
lise da parede celular pelo fato de a mesma nao suportar a distensao das células (COUTINHO,
1973).

O acido B-in-dolil-acetico (AIA) é a auxina que apresenta maior abundancia no vegetal. Ja
o acido inolil-acético (NOA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D) e acido a-naftaleno-acético
(ANA), sao produzidos sinteticamente (COUTINHO, 1973)

As citocininas saio hormonios que atuam na citocinese celular, ou seja, na divisao
citoplasmatica. Segundo Coutinho (1973), este grupo de substancias reguladoras do crescimento e
do desenvolvimento das plantas foram descobertas em 1955 por Miller e colaboradores nos
E.U.A. Assim o hormonio recebeu o nome de citocinina, devido a sua agdo sobre a citocinese.

As citocininas podem ser encontradas nas raizes e posteriormente sao distribuidas para os
novos brotos ocorrendo assim a divisao das células. Coutinho (1973) relata que para a citocinina
cumprir seu papel, é necessario que esteja em conjunto com doses de auxinas. Se a propor¢ao de
citocinina for baixa, ha intensa produ¢ao de raizes e pouco desenvolvimento de calos. Em uma
propor¢ao intermediaria ha proliferagao somente de calos sem qualquer diferenciagao dos
mesmos. Quando a propor¢ao de citocinina é mais elevada, o calo desenvolvido inicialmente
origina um grande numero de brotos caulinares. Como exemplo de citocinina encontrada nos
vegetals pode-se citar a zeatina e como citocinina sintética, a cinetina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados palmitos (folhas imaturas) de cana-de-agucar (Saccharum spp.) variedade
SP803280 cultivadas em uma area de modo convencional no Centro de Biotecnologia Agricola
(CEBTEC) situado na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sio
Paulo em Piracicaba-SP. Coletadas, as canas foram desbastadas e apds sobrar somente o ponteiro
denominado “palmito”, foram lavados em alcool 70% por trés vezes sem reutilizagio das
solucdes.

Apbs isso, os palmitos foram levados para a camara de fluxo laminar, onde se realizaram
cortes longitudinais com bisturi esterilizado, obtendo explantes em formato de disco, que
imediatamente ap6s cortados, foram mergulhados em placas com acido citrico 150 mg.L" para
evitar oxidacao. Foi necessario manusea-los adequadamente para nao ocorrer contato dos discos
com as pontas do palmito, que sem o devido cuidado pode acarretar em contaminagoes.

Feito isso, os discos foram retirados do acido citrico e colocados em papel de filtro para
retirada do excesso de solucdao. Assim, os discos foram inoculados em placas de Petri
autoclavadas contendo 30 mL de meio de cultura. Em média, para cada palmito, o rendimento
foi de 15 discos onde os mesmos foram inoculados em uma tunica placa para controle de
possiveis contaminagoes.

Foram utilizados os meios de cultura, MS3c e MS3k (Tabela 1), baseados na formulacio
basal de M&S (Murashige and Skoog, 1962), O MS3c foi acrescido de 50 mL de agua de coco e 3
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mg.I." de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D) e no MS3k a 4gua de coco foi substituida por 0,1
mg.I." de 6-furfuril aminopurina (cinetina). Os discos foram mantidos nessas formulagdes por 15
dias sem a presenca de luz. Posteriormente a esse periodo os discos foram passados para vidros
com meio MRP (Tabela 1) na presenca de luz por 16 horas/dia e temperatura de 27°C + 1°C,
sendo 10 vidros contendo 5 discos cada que anteriormente estavam em MS3c e 10 vidros
contendo 5 discos cada para os que estavam em MS3k.

Apds 30 dias, os discos foram passados para meio MS (Tabela 1) e continuaram na
presenca de luz. Passado igual periodo, haviam plantas regeneradas e por isso os discos foram
repicados separando tecidos mortos e plantas regeneradas. As plantas ja formadas e os tecidos
ainda em inicio de regeneragao foram transferidos para MS fresco por mais 30 dias, totalizando,
portanto, 60 dias em meio MS.

Todo o cronograma de troca de formulagiao, de meios e tempos de permanéncia em cada
um deles esta representado também de forma esquematica na figura 1.

Tabela 1: Composi¢ao dos meios de cultura e os hormoénios adicionados, usando como base a
formula¢iao de M&S (Murashige and Skoog 1962). O pH dos meios foi aferido para 5,8.

Ingredientes MS MS3c MS3k MRP
Sais minerais M&S M&S M&S M&S
Sacarose 50gl." 30gL." 30gL." 30gL."
Agua de coco - 50mllL" -
24D - 3mgl." 3mgl." -
Acido citrico - 0,5mgl." 0,5mgl." -
Cinetina - - 0,1mgl." _
NAA - - 3,72mgl."
BAP - - 0,45mglL."

O acompanhamento foi feito diariamente, observando as regenera¢oes, desenvolvimento
e contaminagao das plantas. Quando ocorria contaminagdo, seja por bactéria ou fungo, eram
salvos os discos ou plantas que ndo estavam em contato com o microrganismo, passando os
discos ou plantas livres de contaminagao para outro vidro e os que estavam em contato com a
contaminacao foram descartados.
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Figura 1: Cronograma de transferéncia de meios de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os meios de cultura apresentaram diferencas no comportamento regenerativo somente
quando os discos ja haviam sido transferidos dos meios MS3c ou MS3k e ja estavam na presenga
de luz e em meios de regeneragao (MRP). Com as observagoes realizadas foi possivel notar
diferengas em relacao ao processo regenerativo e ao rendimento de plantas.

A primeira mudanga ocorrida, na presen¢a de luz e em meio MRP, foi a alteragdo na
coloracio dos discos, passando de creme para esverdeado, onde os discos que inicialmente
estavam em MS3c apresentaram essas mudangas antes dos que estavam em MS3k.

Ap6s transferéncia dos discos para MS, estes iniciaram o processo de diferenciacao, onde
algumas estruturas do vegetal sao formadas, como folhas, por exemplo. Ocorreu a formagao de
estruturas de coloragiao roxa que posteriormente deram origem as raizes. Apos 30 dias em MS, os
discos que anteriormente estavam em MS3c apresentaram melhor diferenciagao, e melhor
rendimento no nimero de plantas, como demonstrado na figura 2.
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Figura 2: Rendimento de plantas regeneradas. Em MS3c, o rendimento foi de 84 plantas obtidas,
ja em MS3k, o numero foi de 48.

Conforme pode ser observado na Tabela 2, a seguir, ap6s 60 dias em MS, foi possivel
notar que o rendimento das plantas provenientes do tratamento com o meio MS3c foi
extremamente superior ao rendimento dos discos inoculados em MS3k, que utilizou citocinina
sintética (cinetina), diferentemente do MS3c com hormonio natural propiciado pela agua de coco.
Piceli (2010) relata que apesar da agua de coco nio ter sua composi¢ao conhecida, ela ¢ utilizada
em meios de cultura por ser um endosperma do fruto e com isso possui biorreguladores de
crescimento, além de agucares e aminoacidos, promovendo assim a divisao celular. Na figura 3,
pode-se observar graficamente o potencial regenerativo final mostrando que a produtividade final
de plantas quando se utiliza o meio MS3c ¢ muito superior ao uso de MS3k.

O estado regenerativo das plantas obtidas foi avaliado como bom ja que as plantas
apresentaram folhas, caules e raizes formados. Seria regular, se apresentassem apenas folhas e

caules; e ruim, se estivessem em inicio de regeneracdo e sem presenca de estruturas bem
definidas.
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Tabela 2: Comparac¢ao dos meios de cultura.

Meio de Cultura Rendimento Estado Oxida¢ao
Regenerativo
MS3c 554 Bom Moderado
MS3k 128 Bom Moderado
600
500 -
400 -
300
200
100 -
MS3c MS3k

Figura 3: Potencial regenerativo de plantas em cada meio de cultura avaliado.

CONCLUSAO

Para melhores resultados na obten¢do de clones de cana via organogénese direta de
discos, é conveniente a utilizacio inicial do meio MS3c contendo 50 mlLL." de 4gua de coco por
15 dias no escuro.

A agua de coco é um suplemento capaz de oferecer hormonios naturais para o
crescimento celular, promovendo regeneracio de células de cana.
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