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RESUMO:

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes antioxidantes com a presenca e auséncia de
luminosidade no controle da oxidagdao e multiplicagao de
trés genotipos de cana-de-acgucar. O delineamento foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2
(quatro antioxidantes, mais a testemunha na presenca
e auséncia de luminosidade), com quatro repeticoes e
cinco explantes por unidade experimental. Os
antioxidantes diminuem a oxidagao dos explantes. A
luminosidade aumentou a oxidacao, porém favoreceu a
multiplicacdo de cana-de-agucar.

Palavras-chave: Saccharum spp.; acido citrico;
cisteina; acido ascorbico; polivinil pirrolidona

ABSTRACT:

The objective of this study was to evaluate the effects
of different antioxidants in the presence and absence of
light in the control of oxidation and multiplication of
three sugarcane genotypes. A completely randomized
design in a factorial arrangement 5x2 (four antioxidants
plus the control in the presence and absence of light),
with 4 replicates and 5 explants per experimental unit
was adopted. The antioxidants reduces the oxidation of
explants. The light increase the oxidation, but favored
the sugarcane multiplication.

Key words: Saccharum spp.; citric acid; cysteine;
ascorbic acid; polyvinylpyrrolidone

1. Introducao

A cana-de-agucar é usada na producao de 70% do acglcar mundial, e também & matéria-prima
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para a producao de alcool biocombustivel. No Brasil, a area plantada de cana-de-acucar
ultrapassa 10 milhdes de hectares, sendo o pais maior produtor e exportador de derivados da
cana-de-acgucar (UNICA, 2015).

Em decorréncia da posicdao de destague que ocupa na economia mundial, a cultura da cana-de-
acucar esta frequentemente inserida em programas de melhoramento genético. Em programas
de melhoramento genético da cana-de-acglcar, ha necessidade, sob determinadas
circunstancias, de se multiplicar o material selecionado com rapidez. Neste sentido, técnicas de
cultura de tecidos vém sendo aplicadas na propagacao das plantas, possibilitando a producao
de mudas de boa qualidade, homogéneas e livres de doencas e pragas (Lee, 1984). A cultura
de meristemas apresenta-se como uma possibilidade na obtencao de plantas de cana-de-aclcar
sadias, garantindo estabilidade genética, producdao de mudas durante o ano inteiro (Geijskes et
al., 2003; Lakshmanan, 2006), e correspondendo a uma alternativa ao processo convencional
de propagacdo vegetativa por meio de colmos. Altas taxas de multiplicacdo de cana-de-agucar
podem ser alcancadas por esse método, com inUmeras vantagens em relacdo a multiplicacao
em campo, como a producao de grande quantidade de mudas de qualidade superior, em tempo
e espaco reduzidos (Malhotra, 1995).

Como a resposta morfogénica € fortemente influenciada pelo genétipo, é fundamental que seja
realizada adaptacao dos protocolos em cada cultivar a ser utilizada. Porém, o estabelecimento
dos apices caulinares em condicdes assépticas, durante o processo do cultivo de meristemas, é
uma das fases mais criticas, em funcao da contaminacao por fungos e bactérias e pela
oxidacao, caracterizada pelo escurecimento do apice caulinar ou até mesmo do meio de cultivo
(Grattapaglia, Machado, 1998).

A oxidacao € causada pela reacao das polifenoxidases sobre compostos fendlicos podendo levar
os apices caulinares a morte, nas fases iniciais de desenvolvimento ou prejudicar o
desempenho da fase de multiplicacao (Vuylsteke, Langhe, 1985), trazendo prejuizos
significativos ao estabelecimento do material in vitro bem como na fase de multiplicacao das
brotacoes.

Estudos preliminares revelaram diferencas entre as cultivares de cana-de-agucar em relagao a
intensidade de oxidacao. A utilizacao de diversos antioxidantes é relatada na literatura, como
alternativa para a diminuicao do processo de oxidacao in vitro. Grattapaglia & Machado (1998)
recomendam a adicao ao meio de cultivo ou o pré-tratamento com solucao de antioxidantes,
para diminuicao da oxidacao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes antioxidantes e do fator luminosidade
no controle da oxidacao durante a fase de multiplicagcdo em trés gendtipos de cana-de-agUcar
(duas cultivares e um clone), cultivadas in vitro.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no laboratério de micropropagacao de plantas, Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parang,
Curitiba, Parana.

Plantas de cana-de-acglcar, clone RB036152 e cultivares RB036091 e RB036066, fornecidos pela
RIDESA(Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético), da Estacao
Experimental de Paranavai foram utilizadas para os estudos. Folhas imaturas (cilindro de
aproximadamente 2 x 10 cm) foram desinfestadas por 1 min em etanol 70% (v/v), enxaguadas
trés vezes com agua destilada esterilizada, incubadas por 20 min em solugdo de 2,0% (v/v) de
hipoclorito de sédio e enxaguadas trés vezes em agua destilada esterilizada. Segmentos
transversais da regidao meristematica foram removidos e os meristemas foram isolados com o
auxilio de um estéreomicroscépio em camara de fluxo laminar.

Apds o isolamento, os meristemas foram inoculados em meio de cultura MS (Murashige e
Skoog, 1962) liquido, suplementado com 100 mg L-1 de mio-inositol, 0,1 mg L-1 de cinetina,
0,2 mg L-1 de 6-benzilaminopurina (BAP), 30 g L-1 de sacarose e 6 g L-1 de agar. O meio foi



autoclavado a temperatura de 121°C, a 1,5 atm, com pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem.

Os subcultivos foram realizados a cada 15 dias num total de cinco subcultivos, sendo que apds
este, os explantes foram transferidos para frascos vedados contendo 20 ml de meio MS ja
contendo os tratamentos definidos: 50 mg/I de Cisteina, 10 mg/l de Acido ascorbico, 150 mg/!|
de Acido citrico e 1000 mg/I de polivilpirrolidona (PVP). As culturas foram mantidas a 25 + 2 °C
e foi avaliada também a auséncia e presenca de luminosidade, com densidade de fluxo de
fotons de 30 mol.m-2.s-1 e fotoperiodo de 16 h.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2
(quatro antioxidantes, mais a testemunha na presenca e auséncia de luz), com quatro
repeticoes, sendo cada repeticao composta por cinco explantes cada, os dados foram
analisados por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando o
software Sisvar®(Ferreira, 2011).

3. Resultados e discussao

Com relacao ao clone RB036052 todos os antioxidantes testados apresentaram resultados
positivos para a variavel altura das brotacdes, com diferenca estatistica quando comparado ao
tratamento sem antioxidante, na presenca de luminosidade. Entretanto nao houve diferenca
estatistica entre os quatro antioxidantes testados (Tabela 1).

Na auséncia luminosidade os tratamentos com antioxidante também apresentaram alturas
superiores comparados a testemunha, porém ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos. A luminosidade propiciou maior altura das brotacoes para todos os tratamentos
com antioxidantes, com diferenca estatistica quando comparado aos tratamentos no escuro.
Com a testemunha ndao houve diferenca estatistica na altura das brotacdes entre o tratamento
com e sem luminosidade (Tabela 1).

Na presenca de luminosidade os tratamentos com antioxidantes para o clone RB036052
também apresentaram os maiores numeros de brotacdes diferindo estatisticamente da
testemunha. Dentre os antioxidantes que apresentaram os maiores niumeros de brotacdes
foram a cisteina seguida do acido citrico, nao havendo diferenca estatistica entre esses dois
antioxidantes, seguido pelos tratamentos com PVP e acido ascorbico. O tratamento testemunha
foi o que apresentou o menor niumero de brotagdes diferindo estatisticamente dos antioxidantes
testados. Sem a luminosidade o maior niumero de brotagdes foi verificado com o acido
ascorbico diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Houve aumento no numero de
brotacdes com a luminosidade para os tratamentos com antioxidantes, com excecao do acido
ascorbico em que nao houve diferenca estatistica no escuro e na presenca de luz (Tabela 1).

Para o clone RB036052 na presenca de luminosidade com a cisteina e o acido ascérbico nao
houve oxidagdo. Ja o acido citrico e o PVP tiveram uma porcentagem de oxidagdao intermediaria
(37,5 e 25%, respectivamente) e com a testemunha foi verificado uma alta porcentagem de
oxidacdo (87,5%). Na auséncia de luminosidade ndao houve oxidacao para nenhum dos
tratamentos. Diferente do observado no presente estudo nao foi verificado efeito positivo da
cisteina (125 mg L-1) no controle da oxidagao no estabelecimento in vitro de inflorescéncia de
bananeira (Alloufa et al. 2002).

A luminosidade propiciou em geral maior oxidacao dos explantes para os tratamentos testados,
com excecao da cisteina e do acido ascorbico, os quais ndao apresentaram oxidacao (Tabela 1).
Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que as enzimas da biossintese de fendis e
da oxidacao tém as atividades incrementadas na presenca de luz (Davies, 1972). Neste sentido,
para evitar a oxidacao dos explantes algumas culturas in vitro sao mantidas no escuro,
principalmente nas fases iniciais do cultivo. Entretanto, embora o escuro tenha propiciado
auséncia ou baixa porcentagem de oxidagao, os tratamentos com luminosidade foram os que
apresentaram superioridade quanto a altura e o numero de brotagdes o que justifica a
importancia dos estudos com agentes antioxidantes no meio de cultura. A luminosidade é um



fator de grande importancia no cultivo in vitro de plantas e seu controle tem influéncia direta na
formacao de brotacdes, no crescimento e na multiplicacao dos explantes (Almeida, Mundstock,
2001).

Tabela 1 - Resultados da comparacao das médias para diferentes antioxidantes na presenca e
auséncia de luminosidade para a altura das brotacdes (cm), nUmero de brotacdese porcentegem de
oxidacdo de cana-de-acucar, clone RB036052.

Altura das brotac¢des (cm) Numero de brotacdes Oxidacao (%)
Antioxidantes
Com luz Sem Luz Com luz Sem Luz Com luz Sem Luz
Acido citrico 10,90 a A 6,59 a B 525 a A 195 b B 3750 b A 000 a B
PVP 14,11 a A 806 a B 390 b A 190 b B 2500 b A 000 a B
Cisteina 11,00 a A 583 a B 545 a A 1,15 b B 000 c¢c A 000 a A
Acido ascorbico 11,83 a A 7,78 a B 350 b A 415 a A 0,00 ¢ A 000 a A
Sem antioxidante 2,50 b A 460 a A 125 ¢ A 135 b A 8750 a A 000 a B

CV (%) 21,49 30,75 43,03

Médias seguidas da mesma letra minascula na vertical, para antioxidante, e médias seguidas da mesma letra maiuscula

na horizontal, para presenga ou auséncia de luminosidade, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para a cultivar RB036066 na presenca de luminosidade o PVP e o acido ascorbico foram os que
apresentaram as maiores alturas de brotacgoes diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos, sendo que na auséncia de antioxidante houve menor altura de brotagdoes. Nao
houve diferenca estatistica para altura das brotagdes entre os tratamentos com e sem
luminosidade, com excecao do PVP que a luz apresentou resultados favoraveis (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados da comparacao das médias para diferentes antioxidantes na presenca e
auséncia de luminosidade para a altura das brotagdes (cm), nimero de brotagdes e porcentegem de
oxidacao de cana-de-acucar, cultivar RB0O36066.

Altura das brotac¢des (cm) Numero de brotacdes Oxidacao (%)
Antioxidantes

Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz
Acido citrico 4,72 bc A 576 a A 335 ab A 1,80 a A 2500 b A 12,50 a A
PVP 10,64 a A 521 a B 510 a A 2,10 a B 1875 b A 000 a B
Cisteina 6,73 ab A 540 a A 445 a A 1,15 a B 000 c A 0,00 a A
Acido ascorbico 9,56 a A 7,32 a A 470 a A 225 a B 12,50 bc A 0,00 a A
Sem antioxidante 2,45 ¢ A 460 a A 123 b A 1,40 a A 7500 a A 000 a B

CV (%) 30,65 41,69 60,92

Médias seguidas da mesma letra minuscula na vertical, para antioxidante, e médias seguidas da mesma letra maiuscula

na horizontal, para presenga ou auséncia de luminosidade, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Com relacdao ao numero de brotagdes os tratamentos com antioxidantes apresentaram melhor
resposta quando comparado a testemunha e dentre os antioxidantes testados o PVP, a cisteina
e 0 acido ascorbico foram os que responderam melhor, diferindo estatisticamente da
testemunha. Com estes trés tratamentos também foi verificada menor porcentagem de
oxidagdo, sendo que com cisteina ndao houve oxidagao. A maior porcentagem de oxidagao foi
verificada sem antioxidante. Na auséncia de luminosidade os antioxidantes testados ndo
apresentaram efeito para altura, nimero de brotagdes e porcentagem de oxidacao. A
luminosidade favoreceu o niumero de brotagdes para todos os tratamentos, com excecao do
acido citrico e da testemunha, os quais ndo foram verificadas diferencas estatisticas quando
comparada a auséncia de luminosidade (Tabela 2).



Para a cultivar RB036091 na presenca de luminosidade o PVP e o acido ascérbico, seguido do
acido citrico foram os que apresentaram as maiores alturas de brotacoes, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Na auséncia de luminosidade o melhor tratamento
para a altura de brotacdes foi o acido ascérbico, diferindo estatisticamente da testemunha. Com
excecao do PVP que a luminosidade favoreceu a altura das brotagoes os demais tratamentos
nao apresentaram diferenca estatistica entre presenca ou auséncia de luz (Tabela 3).

Com relacdo ao numero de brotacdoes o acido ascorbico também foi o que apresentou melhor
resultado na presenca de luminosidade. Na auséncia de luminosidade os antioxidantes ndo
apresentaram influéncia no niumero de brotacdes, ndo havendo diferenca estatistica quando
comparado com a testemunha. A luminosidade favoreceu o nimero de brotacdes para todos os
antioxidantes testados, apresentando diferenca estatistica quando comparado aos tratamentos
no escuro. A testemunha ndo apresentou diferenca estatistica na presenca e auséncia de
luminosidade (Tabela 3). Em geral, a luminosidade apresentou efeito positivo para a
multiplicacdo de cana-de-acucar, avaliada pela altura e nUmero de brotacdes. Esta maior taxa
de multiplicacao pode ser explicada pelo balanco enddgeno de auxina/ citocinina presente nas
gemas e por meio da interacao entre a luminosidade e a auxina enddgena. A maior intensidade
luminosa pode estar reduzindo a concentragao de auxinas enddgenas, por meio da foto-
oxidacao, ocasionando um deslocamento do balango hormonal em direcao as citocininas, o qual
poderia ter elevado a uma maior taxa de multiplicagcao (George, 1996). Corroborando com os
resultados obtidos, em um estudo com ameixeira foi observado maior nimero e comprimento
de gemas e brotos quando intensidades luminosas mais elevadas foram mantidas (Peters,
Magalhaes Jr.,, 1991).

Os antioxidantes diminuiram o indice de oxidacdo, sendo que na presenca de luminosidade com
o PVP e o acido ascérbico nao houve oxidagcao, porém com a testemunha a mesma chegou a
75%. A oxidacdo foi baixa na auséncia de luminosidade para todos os tratamentos testados,
nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 3). Muitas plantas apresentam
dificuldades de estabelecimento in vitro, além da elevada taxa de contaminacdo, devido a
oxidacao em funcao da liberacdao de compostos fendlicos. O aciumulo de polifendis modificam a
composicao do meio de cultura e por sua vez dificultam a absorcdao de metabdlitos (Andrade et
al., 2000). Desta maneira, a utilizacao de antioxidantes apresenta-se como uma alternativa
para diminuir a oxidacao. O antioxidante pode ser adicionado ao meio de cultura ou realizado
um pré-tratamento dos explantes em solucdo com os antioxidantes (Grattapaglia e Machado,
1998, p. 183-260). Os fendis sao adsorvidos pelo PVP por meio de ligacdes de hidrogénio, o
gue previne a oxidacdo e polimerizacao, além de adsorver os produtos da oxidacao fendlica
(Pasqual et al., 1997). O PVP na mesma concentracao testada no presente trabalho (1 g L-1)
controlou a oxidacao em amoreira-preta (Augusto, Biasi, 2002) e 0,5 g L-1 foi eficiente no
controle da oxidacao de Rollinia mucosa (Figueiredo, Albarello, Viana, 2001). O PVP reage com
os compostos oxidantes e os acidos citrico e ascérbico reagem com os metais presentes no
meio de cultura, ndo deixando com que estes fiquem disponiveis para se oxidarem (George,
1996).



Tabela 3 - Resultados da comparacao das médias para diferentes antioxidantes na presenca e
auséncia de luminosidade para a altura das brota¢des (cm), nUmero de brotacdes e porcentegem de
oxidacdo de cana-de-acgucar, cultivar RB036091.

Altura das brotacdes (cm) Numero de brotagdes Oxidacao (%)
Antioxidantes
Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz

Acido citrico 534 ab A 429 b A 595 ab A 145 a B 2500 b A 000 a B
PVP 753 a A 557 ab B 495 ab A 2,70 a B 000 ¢ A 000 a A
Cisteina 449 b A 6,04 ab A 400 b A 230 a B 6,25 ¢ A 6,25 a A
Acido ascérbico 7,14 a A 7,53 a A 6,50 A 190 a B 000 c¢c A 000 a A
Sem antioxidante 3,85 b A 490 b A 1,15 ¢ A 1,28 a A 7500 a A 000 a B

CV (%) 20,39 31,37 68,74

Médias seguidas da mesma letra minuscula na vertical, para antioxidante, e médias seguidas da mesma letra maiuscula

na horizontal, para presenca ou auséncia de luminosidade, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

4. Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho com cana-de acgucar, clone RB036052 e
cultivares RB036066 e RB036091 conclui-se a utilizacao de antioxidante no meio cultura
diminui a oxidagao dos explantes. A resposta de cada antioxidante testado varia de acordo com
0 genotipo estudado. A luminosidade aumenta a taxa de oxidacdao, mas propicia maior taxa de
multiplicacdo in vitro, evidenciado pelas variaveis altura e nimero de brotagdes.
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