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Resumo — O objetivo destetrabalho foi avaliar o efeito datemperatura, de sacarose, manitol e sorbitol,
como fontes de carbono e regul adores osmaticos, e do &cido abscisico, como regulador de crescimento
na conservacao in vitro de germoplasma de cana-de-aglcar. Foram utilizadas, como material vegetal,
gemas apicais de plantas de 10 meses de idade, do banco de germoplasma in vivo, da Universidade
Federal deAlagoas. Brotos da quarta repicagem, no estédio de multiplicacdo in vitro, foram afonte de
explantes paratrés experimentos. Houve efeito positivo dadiminuicdo datemperaturae dautilizagdo da
sacarose como fonte de carbono e regulador osmético na manutengéo da viabilidade dos explantes
conservadosin vitro. O &cido abscisico (1 mg/L) foi essencial paramanter os explantes em crescimento
minimo por 12 meses (52 semanas). O uso das concentragdes de 1 mg/L de écido abscisico ede 20 g/L
de sacarose associadas as condiges de temperatura reduzida (15°C) demonstraram que os brotos
permaneceram vidvei s por um ano no mesmo meio de cultura, sem anecessi dade de serem subcultivados.

Termos paraindexagdo: Saccharum, explante, cultura de tecido, micropropagacéo, melhoramento de
plantas.

I'n vitro conservation of sugar cane ger mplasm

Abstract — The objective of thiswork wasto eval uate the effect of temperature, of sucrose, sorbitol and
manitol, as carbon source and osmotic regulator, and of abscisic acid, as growth regulator, onin vitro
germplasm conservation of sugarcane. Stem tips of 10 month old plants collected from the sugarcane
germplasm bank of the Universidade Federal deAlagoasin Brazil wereintroduced in vitro and secondary
shoots were produced in a multiplication medium. New shoots collected after four subcultures were
used in three conservation experiments. There was a positive effect of the low temperature and sucrose
asan osmotic regulator and carbon source in maintaining the viability of the explants culturedin vitro.
Abscisic acid (1 mg/L) was essential to maintain the explants in a reduced growth condition for 52
weeks without any subculture. The explants promptly returned to normal growth invitro or were
readily acclimatized after 52 weeks of conservation, in the medium with abscisic acid (1 mg/L) plus
sucrose (20 g/L) at 15°C.

Index terms: Saccharum, explants, tissue culture, micropropagation, plant breeding.

Introducéo

O melhoramento de plantastem contribuido para
0 aumento da producéo em diversas culturas comer-
ciais de grande relevancia em todo o mundo.
A obtenc&o de variedades de alto rendimento e re-
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sisténcia a pragas e doencas requer que 0S recursos
genéticos desgjavei s de determinada espécie encon-
trem-se disponiveis parasuautilizacdo. Comisso, as
colegBes de germoplasma passam ater papel funda-
mental nos programas de melhoramento (Silvaet al.,
1997).

A conservagao das colecBes de cana-de-aglcar €
comercialmentefeitamediante o cultivo detouceiras
em campo. Os elevados custos de manutengéo, os
riscos de perda por intempéries, pragase enfermida-
des, tornam o banco de germoplasma in vitro um
meio bastante atrativo (Withers, 1991).

A conservagdo de plantas in vitro se baseia no
cultivo das colegdes em laboratério, apartir datécni-
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ca da cultura de tecidos (George, 1993).
A manutencdo dos recursos fitogenéticos se execu-
taquando sdo feitas mudancas no ambiente de culti-
Vo paradesacel erar ou suprimir totalmente o cresci-
mento das células e dos tecidos (Rocaet al., 1991).
O objetivo € aumentar ao maximo o periodo de
subcultivo ou estendé-lo indefinidamente; dessafor-
ma se reduz a méo-de-obra e 0 espago Necessarios,
além de proporcionar ao melhoristaacesso imediato
atodo o germoplasmadacolecéo (Rocaet a., 1991;
George, 1993).

No desenvolvimento desse método, dois proce-
dimentos tém sido adotados: o crescimento lento —
gue envolve a depressdo do metabolismo das plan-
tas —, e 0 da supressdo completado crescimento por
armazenamento em temperaturas ultra-baixas, acha-
mada.criopreservacdo (Kartha, 1987; Primrose, 1987).

O crescimento lento tem sido utilizado com su-
cesso para conservar cultura de gemas de muitas
espécies (Withers& Williams, 1990). De acordo com
Malaurieet a. (1998), cercade 20 espéciesdeinhame
s80 conservadas no Institut de Recherche pour le
Développement (IRD) sob condi¢des de crescimen-
tominimo.

O método do crescimento lento consiste em redu-
zir o metabolismo daplanta, aumentando ao maximo
os intervalos de subcultivos ou estendendo-o inde-
finidamente, sem afetar a viabilidade das plantulas.
Na reducgéo do metabolismo das plantas, tém-se uti-
lizado como estratégia, modificagdes nas condi¢ces
fisicas (temperatura) ou quimicasdo meio de cultivo
(nutrientes organicos e inorganicos, reguladores
osmoéticos ou inibidores de crescimento) (Rocaet al.,
1991).

Embora n&o haja procedimento padr&o para to-
dos os gendtipos de todas as espécies, 0S Sucessos
obtidos tém sido animadores, e sera possivel desen-
volver um método adequado de crescimento lento
para uma novaespéci e que exijamenos mani pulacéo
(Withers& Williams, 1998).

A baixa temperatura como alternativa para
armazenamento in vitro de células e 6rgdos de plan-
tastem sido aplicada amplamente e com sucesso em
kiwi (Monette, 1986), macd, péra, ameixa e cergja
(Wilkinset a., 1988), uva, morango, batata (Dodds
& Roberts, 1993), beterraba, batata-doce, mandioca,
vérias forrageiras (Souza, 1988), abacaxi (Zee &
Munekata, 1992) ebrocolis (Kubotaet al., 1996).
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Segundo Withers (1985), amaneiramais utilizada
pararetardar o crescimento é reduzir atemperatura
de cultivo. Uma aternativa freqlientemente usada
em combinagdo com a redugdo da temperatura é a
aplicagéo de reguladores osmaticos ao meio de cul-
tivo. A combinacdo desses dois procedimentos e a
incorporagao de inibidores de crescimento ao meio
de cultivo sdo caminhos possivels para o desenvol-
vimento de protocolos de conservagdo in vitro em
novas espécies.

O presente trabalho teve como objetivo desen-
volver métodos para conservacéo, in vitro, de
explantes de cana-de-agUcar.

Material e M étodos

O material vegetal utilizado foi proveniente de plantas
matrizes com 10 meses deidade, do banco de germoplasma
in vivo da Estacdo de Floragdo e Cruzamento Serra do
Ouro, daUniversidade Federal deAlagoas (Ufal), Murici,
AL. Apices caulinares, palmitos com cerca de 50 mm de
comprimento, foram, inicialmente, lavados em agua cor-
rente e com detergente comercial, por 2 a 3 minutos.
Em seguida, foram submetidos a um processo de
desinfestagdo com NaOCI comercia a0,6% (v/v), por 30
minutos; enxéglie em aguadestilada e autoclavada, por trés
vezes, imersdo em HgCl, a 0,02% (v/v), por 15 minutos, e
novo enxaglie com dguaautoclavada, por trésvezes.

Meristemas apicais envoltos com quatro primoérdios
foliaresforam inseridos em tubo de ensaio contendo 20 mL
de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962),
semi-solido e suplementado com cinetina- Kin (0,1 mg/L),
acidoindolbutirico- AIB (0,002 mg/L), sacarose (20 g/L) e
agar (7 g/L). Passados 30 diasde cultivo, osexplantesforam
transferidos para frascos (250 mL), contendo 25 mL do
meio de cultura MS, liquido e suplementado com AIB
(0,002 mg/L), benzilaminopurina- BAP (0,2 mg/L), &cido
citrico (150 mg/L) e sacarose (20 g/L). Os brotos foram
subcultivados a cada 30 dias, por quatro vezes, neste meio
decultura. As condicdes de cultivo foram em ambiente com
50 umol m2st de luz fotossinteticamente ativa e
fotoperiodo de 16 horas.

Foram avaliadas diferentes fontes de carbono, tempe-
ratura de ambiente e diferentes niveis de écido abscisico
(ABA), comoinibidor de crescimento, no meio de cultura
paraaconservacdo in vitro, em trés experimentos.

Experimento 1

Paraestabel ecer as condi ¢desfavoraveisde cultivo mi-
nimo, realizou-se um experimento combinando atempera-
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turade 15°C e 25°C e 0 uso dos agUicares manitol, sorbitol
e sacarose como fontes de carbono e reguladores osméticos.
Todos os tratamentos tiveram a mesma concentragdo
osmotica inicial e consistiram de: 15°C com 20 g/L de
sacarose; 15°C com 10 ¢/L desacarose+ 5 g/L de manitol;
15°C com 10 g/L de sacarose + 5 g/L de sorbitol; 25°C
com 20 g/L de sacarose; 25°C com 10 g/L de sacarose +
5 g/L demanitol e25°C com 10 g/L desacarose+5 g/L de
sorbitol.

Osexplantesforam cultivadosem meio de culturaM S,
liquido e suplementado com AIB (0,002 mg/L), BAP
(0,2 mg/L) e&cidoccitrico (150 mg/L). O delineamento usado
foi o inteiramente casualizado com 15 repeti¢des por tra-
tamento, sendo cada parcela representada por um frasco
com dois brotos de cana-de-agUicar. Apos trés meses de
inoculagdo, quantificou-se a viabilidade dos explantes a
partir daseguinte escaladenotas: 1: folhastotalmentever-
des; 2: inicio do secamento e morte dasfolhas; 3: entre 30
e 50% das folhas e brotos mortos; 4: mais de 50% das
folhas mortas e mais de dois brotos vivos; 5: folhas e bro-
tos totalmente mortos. Para a andlise estatistica os dados
das notas foram transformados em x%° e as médias dos
tratamentos comparadas pel o teste de Tukey a 5% de pro-
babilidade.

Experimento 2

M ediante os resultados obtidos no experimento descrito
acima, realizou-se um segundo experimento para g uste de
temperaturae concentracdo de sacarose. Avaliou-se o efeito
da combinagdo de trés temperaturas (12°C, 15°C e 25°C)
com trés concentragdes de sacarose (10, 20 e 40 g/L).

Osexplantes foram cultivados no mesmo meio de cul-
turado experimento descrito acima. O delineamento expe-
rimental usado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x3, e 60 repeticles por tratamento. Seis meses
apos o inicio do cultivo, foram atribuidas notas as plantas
de acordo com aescal a utilizada no experimento anterior.
Para a andlise estatistica, os dados das notas foram trans-
formados em x95, e as médias dos tratamentos, compara-
das pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Experimento 3

Com base nos resultados dos doi s experimentos anteri-
ores, foram estabel ecidas algumas condi¢des necessérias
para crescimento lento dos explantes. A temperatura de
15°C combinadacom 20 g/L de sacarosefavoreceu aviabi-
lidade das plantulas por seis meses. Estas condigdesforam
utilizadas neste experimento como controle na compara-
¢do com os resultados obtidos nos demais tratamentos
descritosaseguir: controle + 0,5 mg/L de &cido abscisico;
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controle + 1,0 mg/L de &cido abscisico; controle +2,0 mg/L
de &cido abscisico e controle+ 4,0 mg/L de &cido abscisico.

Os explantes foram cultivados no mesmo meio de cul-
turado experimento descrito acima. O delineamento expe-
rimental usado foi inteiramente casualizado, com 15 repe-
tigdes por tratamento. Doze meses apds o inicio do culti-
V0, avaliou-se aviabilidade dos explantes, de acordo com a
escalade notas utilizada nos experimentos anteriores. Para
aandlise estatistica, os dados das notas foram transforma-
dos em x95, e as médias dos tratamentos foram compara-
das com o controle através do teste de Dunnett a’5% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

Os agucares utilizados como reguladores
osmdéticosefonte de carbono tiveram influénciasig-
nificativa na viabilidade dos explantes (Tabela 1).
O tratamento com sacarose (20 g/L) resultou em no-
tas mais baixas do que aqueles que utilizaram
sacarose combinada com manitol ou sorbitol como
fontes de carbono. Notas mais baixas significam a

Tabela 1. Efeito de sacarose e reguladores osméticos
sorbitol e manitol, temperatura, concentracéo de sacarose
e de &cido abscisico na viabilidade das plantulas de
cana-de-agUcar apés diferentes periodos sob conservagdo
invitro. Média de 15 repeticoes.

Tratamento Viabilidade (Notas de 1 a 5)®
Sacarose + reg. osméticos (g/L) Apbs 3 meses?
Sacarose (20) 2,13a
Sacarose (10) + sorbitol (5) 2,23b
Sacarose (10) + manitol (5) 2,23b
Temperatura (°C) Ap6s 6 meses?
12 2,16b

15 2,02a

25 2,12b
Sacarose (g/L) Ap6s 6 meses?
10 2,03a

20 2,05a

40 2,23b
Acido abscisico (mg/L) Ap6s 12 meses®
0,0 2,13b

0,5 2,12b

10 1,89

2,0 2,03b

40 2,03b

(MDados transformados em x°5, onde x € anota, variando de 1 (folhas to-
talmente verdes) a5 (folhas e brotos total mente mortos). (M édias segui-
dasdamesmaletrando diferem entresi pelo teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade. (®M édias seguidas damesmaletrando diferem entre si pelo teste
de Dunnett a 5% de probabilidade.
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manutencdo daviabilidade dos explantes em cresci-
mento |lento por maistempo. Estefato pode ser expli-
cado pela possibilidade da cana-de-aglcar néo pos-
Suir mecanismos necessarios para metabolizar os
acUcares dcoois (sorbitol ou manitol), ao contrério
deagumas espécies de Rosaceas (Coffinet al., 1976)
etenhautilizado toda a sacarose paraproduzir ener-
gia necessaria ap seu desenvolvimento. Com isso,
os explantes provenientes dos tratamentos com me-
nos sacarose (10 g/L) combinada com manitol ou
sorbitol consumiram as reservas do meio mais rapi-
damente, apresentando, assim, menor desenvolvi-
mento einterferindo nasuaviabilidade. Outra possi-
bilidade seriao efeito toxico do sorbitol emanitol no
cultivo de cana-de-aclicar. Efeitosnocivosou de cres-
cimento nulo do manitol foram descritos por Lemos
& Baker (1998) em internés de Annona muricata
cultivados in vitro.

As combinactes da temperatura com regulado-
res osmaticos/fontes de carbono influenciaram
significativamente namanutencéo daviabilidade dos
explantes conservados in vitro por trés meses
(Tabela 2). Os explantes do tratamento com apenas
sacarose (20 g/L), independentemente da tempera-
tura, apresentaram maior viabilidade do que os
explantes dos tratamentos onde se misturou sacarose
(10 g/L) com sorhitol (5 g/L) oumanitol (5 g/L). Es-
ses resultados sugeriram ser possivel aumentar sig-
nificativamente o tempo de conservagéo de plantas
de cana-de-aglcar in vitro, gjustando-se atempera-
tura e os niveis de sacarose.

Os resultados do segundo experimento mostra-
ram que umaleve reducéo natemperaturaparals°C
foi defundamental importanciaparaaconservacao e

Tabela 2. Efeito dacombinagéo de sacarose ereguladores
osméticos com duas temperaturas naconservagado in vitro
de microplantas de cana-de-agUcar apdstrésmesesde cul-
tivo. Média de 15 repeticdes®.

Sacarose + reguladores osméticos Temperatura
15°C 25°C
Sacarose (20 g/L) 2,16a 2,11a
Sacarose (10 g/L) + sorbitol (5 g/L) 2,23b 2,23b
Sacarose (10 g/L) + manitol (5 g/L) 2,23b 2,23b

(DM édi as seguidas damesmaletrando diferem entre si pelo teste de Tukey
a5% de probabilidade; dados transformados em x%2, onde x é anota, vari-
ando de 1 (folhas totalmente verdes) a5 (folhas e brotos totalmente
mortos).
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viabilidade dos explantes (Tabela 1). Temperaturas
maisbaixas (12°C) ou maisaltas (25°C) promoveram
amarelecimento e morte dos explantes, parecendo
serem inadequadas para manter a viabilidade dos
explantes. A cana-de-aclicar €, reconhecidamente,
uma planta tropical de metabolismo C4, que cresce
bem em temperaturas acimade 25°C. Withers (1991)
sugere areducdo datemperaturaentre 15 e 25°C para
culturas de climatropical quando o objetivo édimi-
nuir o crescimento dos explantes cultivadosin vitro.

O uso de temperaturas mais baixas no cultivo
in vitro reduz a agéo de enzimas e do metabolismo
geral das plantas. Neste experimento, a reducéo da
temperaturade 25°C para 15°C provocou crescimen-
to mais lento dos explantes sem, contudo,
provocar-lhes danos fisiol 6gicos.

Withers (1985) sugere a redugéo da temperatura
de crescimento como primeiro fator limitante a ser
testado. Todavia, para cada espécie estudada existe
um limite que reduz o crescimento sem provocar da-
nos. No presentetrabalho, atemperaturade 12°C re-
duziu o crescimento e a viabilidade dos explantes
significativamente (Tabela 1).

Sandoval & Miiller (1989) rel ataram que atempe-
ratura de 5°C causou morte nos dpices de banana
conservados in vitro. No entanto, quando a tempe-
raturafoi aumentada para 15°C, foi possivel conser-
var os explantes durante 13 a 17 meses.

No presente trabal ho, as concentraces mais bai-
xasdesacarose (10 e 20 g/L) no meio deculturalimi-
taram o crescimento dos explantes, mas mantiveram
asmelhoresviabilidades e as menores porcentagens
deoxidac&o dosmeios, proporcionando, assim, mai-
or longevidade dos explantes (Tabela 1). Por outro
lado, o tratamento com 40 g/L de sacarose apresen-
tou altaporcentagem de oxidag&o do meio de cultura
eamanutencdo daviabilidade dos explantesfoi sig-
nificativamente reduzida.

Fossard et al. (1978) constataram que atas con-
centragOes de sacarose induziram oxidagéo e proble-
mas de excessivo potencial osmético do meio, o que
levou a uma deterioragéo das culturas.

Os tratamentos nos quais se combinou tempera-
turade 15°C com 10 g/L ou 20 g/L de sacaroseresul-
taram em notas mais baixas que osdemais (Tabela 3).
Assim, os melhores resultados foram obtidos nas
temperaturas mais baixas quando estas foram com-
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binadas com niveis mais baixos de sacarose.
O aumento conjunto datemperatura e daconcentra-
¢do de sacarose prejudicou a sobrevivéncia dos
explantes, 0 que demonstrague, sob temperaturamais
ata (25°C), a sacarose foi rapidamente absorvida,
traduzindo-se em rapido aumento da massafoliar e
conseqiiente senescéncia das microplantas.

Em condi¢des-padrdes de cultivo (25°C e 20 g/L
desacarose), os explantes sobrevivem por, no maxi-
mo, trés meses, sem a necessidade de subcultivo.
Os resultados mostraram que foi possivel prolongar
este prazo para seis meses, utilizando o tratamento
no qual se combinou 15°C com 20 g/L de sacarose,
mantendo aviabilidade das microplantas paraareto-
mada do crescimento e inicio de um novo ciclo de
micropropagacéo.

No terceiro experimento, as concentragdes de aci-
do abscisico (AAb) inferiores ou superioresal mg/L
favoreceram o crescimento dos explantes de
cana-de-aclicar, apresentando as maiores notas e 0s
mesmos resultados que a testemunha (Tabela 1).
A suplementag8o de 1 mg/L deAAb ao meio decul-
tivo proporcionou a maior longevidade observada
dos explantes, apresentando a menor nota. O AAb
naconcentragdo de 1 mg/L inibiu o crescimento dos
explantes sem reduzir-lhes aviabilidade. Nestacon-
dicdo foi possivel cultivar os explantes de cana sem
subcultivé-los por 12 meses, e manter a capacidade
de recuperacdo dos explantes apds serem
subcultivados. Este efeito néo foi observado nascon-
centragbes de AAb mais baixas (0,0 e 0,5 mg/L) ou
maisaltas(2,0e4,0 mg/L). Ao contrario, todos estes
tratamentos produziram notas mais el evadas (menor

Tabela 3. Efeito da combinagdo de concentracfes de
sacarose com tréstemperaturas naconservagdo in vitro de
microplantas de cana-de-acUicar apds seis meses de culti-
vo. Média de 60 repeticdes®.

Sacarose (g/L) Temperatura

12°C 15°C 25°C
10 2,04c 1,93a 2,13d
20 2,23e 1,94ab 2,00bc
40 2,23e 2,23e 2,22e

(WM édias seguidas damesmaletrano diferem entre si pelo teste de Tukey
a5% de probabilidade; dados transformados em x5, onde x éa nota, vari-
ando de 1 (folhas totalmente verdes) a5 (folhas e brotos totalmente mor-
tos).
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viahilidade) levando os explantes mais rapidamente
a senescéncia.

Dependendo dos fatores que interferem na atua-
¢80 do écido abscisico esse regulador do crescimen-
to pode estimular ou inibir o crescimento vegetal.
Em Ipomoea, 0 AAb naconcentragdo de 1 mg/L re-
sultou em efeito inibidor no crescimento de calos
(Davies, 1990).

As respostas obtidas com a adi¢gdo do AADb a0
meio de cultura sdo as mais diversas e dependem da
espécie em questdo, da sua concentracdo e darela
¢do entre os diferentes reguladores de crescimento
aplicados (Fosket, 1994).

Neste experimento, observou-se umareducéo no
metabolismo normal das plantas cultivadasin vitro,
aqual foi medidapelaparalisacéo do crescimento e
morte dos explantes. Em condic¢des padrfes de culti-
VO as plantas crescem rapidamente e consomem a
maior parte dos nutrientes do meio em cercade qua-
tro semanas, e € necessario uma repicagem dos
explantes com a renovagdo do meio. Os resultados
obtidos neste trabalho mostraram que o periodo de
conservacdo foi ampliado para 12 meses. Apds este
periodo os explantes se apresentaram viéveis e dis-
poniveis pararetornar as condig¢des normais de mul-
tiplicagdo in vitro ou ser aclimatados in vivo.

Conclusdes

1. E possivel conservar sob crescimento lento por
12 meses microplantas de cana-de-aglicar em meio
de cultura MS enriquecido com 1 mg/L de écido
abscisico e mantidas sob temperaturade 15°C.

2. A retomada do crescimento das microplantas
apos 12 meses sob crescimento lento é viabilizada
quando se estabel ece novamente as condi¢des nor-
maisdecultivo.
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