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Protocolo de Micropropagacdo de Cana-de-acucar

Introducéao

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) tem grande importancia
econdmica na agricultura no Brasil e, mais recentemente, com a
utilizacdo do etanol em escala mundial, torna-se ainda mais relevante. A
propagacdo convencional desta espécie € realizada a partir de
segmentos de colmos provenientes de plantas do campo, apés o
primeiro ou segundo ano de plantio. Porém, novas variedades estdo
continuamente sendo desenvolvidas e sua disponibilizacdo pode ser
acelerada por meio da biotecnologia, via micropropagacdo (Oliveira et
al., 2010).

Para a cultura da cana-de-aglucar, o0 explante inicial a ser
micropropagado é o meristema apical, que depois de isolado e
inoculado em meio de cultura apropriado se desenvolve dando origem
as plantulas que serdo entdo multiplicadas, enraizadas e aclimatizadas.

A técnica de propagacdo desta espécie por meio de meristema apical é
considerada uma alternativa vantajosa para a multiplicacdo de diversas
variedades, devido a economia de tempo em relacdo as técnicas
convencionais, além da obtencdo de mudas de excelente qualidade
fitossanitaria e geneticamente idénticas ao material de origem (Vieira et
al., 2009). Devido a necessidade da producdo de mudas de cana-de-
acucar de alta qualidade fitossanitaria, este trabalho teve como objetivo
desenvolver um protocolo de micropropagacdo aplicaAvel a cultivar
RB855156.

No presente trabalho foi estabelecido um protocolo completo de
micropropagacdo de cana-de-agUcar, desde o estabelecimento até a
aclimatizacdo com producdo de mudas prontas para o plantio no campo.

De plantas-méae, localizadas no campo, na Embrapa Clima Temperado,
foram coletados colmos (Figura 1A) e destes foram retirados os
palmitos com aproximadamente 5 cm de comprimento (Figura 1B), os
quais foram submetidos a desinfestagdo com imersdo em &lcool 70%
por 2 minutos, em hipoclorito de sédio (2%) por 15 minutos, e realizada
triplice lavagem com &gua destilada autoclavada. Posteriormente, o
meristema (Figura 1C) foi excisado com pingas e bisturi enquanto
imerso em solucdo de acido citrico a 1,5%, para evitar sua oxidagao.
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Foto: Lorena Pastorini Donini.

Foto: Paulo Luiz Lanzetta Aguiar

Figura 1: Colmos das plantas doadoras (A), palmito (B) e meristema (C) de cana-de-agucar, cultivar RB855156.

Depois de desinfestados, os explantes foram
inoculados em frascos contendo sais do meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) adicionado de
0,2 mg L* de BAP e 0,1 mg L*! de cinetina
(Lee, 1987), mantidos no escuro por cinco
dias e posteriormente sob 25 =+ 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo

Fotos: Lorena Pastorini Donini.

de fotons de 27 mmol m?2 st. Aos dez dias,
0os explantes foram trocados de meio de
cultivo devido a oxidagdo  fendlica,
permanecendo por mais 15 dias até o
desenvolvimento do explante, quando foi
feita a primeira repicagem (Figura 2).

Figura 2: Aspecto das plantas de cana-de-acucar, cultivar RB855156 na primeira repicagem (A) e durante a multiplicacédo

B).



Visando multiplicar e quantificar a taxa de
multiplicacdo dos explantes, foram realizadas
seis repicagens, em média a cada 30 dias.

Durante as repicagens foi realizada a
contagem do numero de brotacBes que cada
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explante inoculado emitiu, obtendo-se a taxa
de multiplicagdo e o0 numero de mudas
micropropagadas apd6s cada repicagem
(Tabela 1).

Tabela 1: Taxa de multiplicacdo e nimero de plantas estimadas de cana-de-agUcar, cultivar RB855156, apés seis
repicagens no periodo de 180 dias. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2011.

Repicagem Dias Taxa de multiplicacéao Numero de explantes obtidos

12 25 5,00 5
22 55 5,40 27
32 80 7,15 193
43 120 6,98 1271
5 150 8,08 10.277*
62 180 6,76 69.473*

* Valores estimados.

Paralelamente as repicagens, foi realizado tratamentos testados, houve sucesso na

experimento de multiplicacdo, onde avaliou-se
a modificacdo de meios tradicionalmente
utilizados para cana-de-aglcar, visando a
adaptacdo desta cultivar. Foram utilizadas
brotagcGes obtidas da multiplicagdo in vitro,
com aproximadamente 4-6 cm, inoculadas em
frascos contendo 30 mL de meio de cultura,
gue foram modificados a partir dos meios de
Lee (1987) (combinacdes de concentracdes de
BAP e de cinetina que variaram de 0,1 a 0,2
mg L?) e Sood et al. (2006) (combinagcdes de
concentragcbes de AIA, BAP e cinetina que
variaram de 0,1 a 0,2 mg L?). Foi observado
gue, mesmo ndo havendo diferengcas entre os

Fotos: Lorena Pastorini Donini.

Figura 3: Enraizamento in vitro (A) e aparéncia das raizes de cana-de-agucar (B), cultivar RB855156.

multiplicagdo in vitro.

Para o enraizamento in vitro, foram utilizadas
brotacGes obtidas da multiplicagdo in vitro,
com aproximadamente 4-6 cm, inoculadas
em frascos contendo 30 mL de meio de
cultura MS com diferentes auxinas (AIA e
AIB) em diferentes concentragdes (0; 0,5;
1,0; 1,5 e 2,0 mg L*). A média de explantes
enraizados foi de 93,26%, ndo havendo
diferenca entre os tratamentos, sendo

observado que, mesmo sem a presenga de
auxinas, houve um satisfatério enraizamento
dos explantes (Figura 3).
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Fotos: Lorena Pastorini Donini.
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ApOs o0 enraizamento in vitro, as plantas
foram retiradas dos frascos, tiveram suas
raizes lavadas para retirada do excesso de
meio de cultura e foram plantadas em copos
plasticos de 150 mL, contendo cerca de 150
gramas dos substratos vermiculita,
Plantmax® e mistura de vermiculita com

$ ~id i

Aos 7, 14 e 21 dias foi avaliada a
porcentagem de sobrevivéncia das plantas
nos diferentes tipos de substratos. A partir
dos 14 dias, a cobertura plastica ficou aberta
por aproximadamente 8 horas por dia. Pode-
se observar que todas as plantas
aclimatizadas sobreviveram, o que culminou
com o final do processo de micropropagacao
para a cultivar RB855156.

ena Pastorini Donini.

Figura 5: Mudas de cana-de-agucar (A), cultivar RB855156, obtidas

campo (B).

Figura 4: Aclimatizagdo de cana-de-agUcar, cultivar RB855156, em diferentes substratos.

Plantmax® (1:1). Os copos com as plantas
foram colocados em bandejas plasticas
contendo uma lamina de agua no fundo e
cobertos com plastico para manutencado da
umidade nos primeiros 14 dias apés a retirada
do ambiente in vitro (Figura 4).

Aos 30 dias apos a aclimatizacdo, o material
foi retirado da cobertura e mantido em casa de
vegetacdo por mais 15 dias até obtencdo de

tamanho maior. Aos 45 dias apos a
aclimatizagdo houve a transferéncia das
plantas para recipientes maiores (3 Kg),
contendo mistura de substrato e

vermicomposto (1:1), mantidos em casa de
vegetacdo por mais 60 dias até obtencdo de
tamanho adequado para o plantio no campo
(Figura 5).

a partir de micropropagacdo e muda pronta para o plantio no
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