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Resumo - o Brasil vem se destacando no cenério internacional quanto a producéo de energia renovavel. As fontes renovaveis

de energia como biomassa tém despertado grande interesse da pesquisa, que tem buscado incessantemente por cultivares mais
produtivas sob condi¢es desfavoraveis de cultivo. Dentre as biomassas mais utilizadas e com maior potencial para producao de
energia, a cana-de-agUcar destaca-se no cendrio nacional. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar um acesso da espécie
Saccharum spontaneum do Complexo Saccharum do BAGCana da Embrapa quanto a tolerancia ao estresse abi6tico de toxidez por
aluminio em condigdes de cultivo in vitro. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da
Embrapa Tabuleiros Costeiros em Aracaju. Para tanto foram utilizadas brotagfes adventicias, cultivadas em meio Murashige e Skoog
liquido, suplementado com 2% de sacarose, na presenca de cinco concentragdes (0 uM, 200 uM, 350 uM, 500 uM,650 uM) de AICI,.
NUmero de brotages, comprimento da parte aérea e da raiz, massa seca da raiz e parte aérea foram analisados. Com base nos
resultados o S. spontaneum mostrou-se tolerante aos niveis de Al testados.
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Introducéo

O Brasil vem se destacando no cendrio internacional quanto a produgdo de energia renovavel. Embora apenas 10% da energia
primaria do mundo seja derivada de fontes renovaveis, cenarios globais apontam para um aumento de 40% da demanda de energia
entre 2013 e 2035. As fontes renovaveis de energia como biomassa, Pequena Central Hidrelétrica (PCH), edlica, termelétrica e solar
representaram 41% da matriz energética brasileira em 2013 (Plano Decenal de Expansdo de Energia 2023, Ministério de Minas e
Energia). O pais é modelo em geracéo sustentavel de energia e considerado protagonista na substituicdo dos combustiveis fosseis.

Dentre as biomassas mais utilizadas e com maior potencial para produgdo de energia, a cana-de-aglcar destaca-se no cenario
nacional por apresentar uma area plantada de 8,7 milhdes de hectares e uma producgéo de 684,77 milhdes de toneladas, sendo 47,88%
destinados a producgdo de agucar e 52,12% ao etanol (CONAB, 2016). Além dos produtos aglcar e alcool, o bagaco produzido nas
usinas é utilizado na geragdo de eletricidade, contribuindo para a diversificacdo do setor sucroenergético e aumento de sua receita.

Na cana com o ide6tipo para energia, chamada de “cana energia”, busca-se a variabilidade existente do material selvagem, alta
producéo de biomassa, alto teor de fibra e maior adaptacéo as condigdes adversas de cultivo, favorecendo a exploragdo em ambientes
restritivos ao cultivo da cana convencional. Para promover e incrementar a fibra na cana energia é necessario acessar germoplasma
silvestre, contido em bancos de germoplasma, que apresentam aptidédo para alta produgdo de biomassa, elevado teor de fibra, além da
grande capacidade de perfilhamento (Carvalho Neto et al., 2014; Matsuoka et al., 2014).

Saccharum spontaneum é descrita como uma espécie altamente polimorfica, com grande variabilidade entre plantas, e por apresentar
alta adaptabilidade, podendo ser encontradas em diversos ambientes (desertos, baixadas encharcadas, rochas, regides litoraneas etc),
altitudes (do nivel do mar as montanhas do Himalaia) e condicdes climaticas (de regides de clima tropical a locais de inverno
nevado) (Pange, 1933; Pange; Srinivasan, 1957). Pela grande variabilidade, S. spontaneum é a espécie que mais contribuiu com
caracteristicas de interesse agrondmico, além de ser uma das principais fontes de fibra aos programas de melhoramento genético que
visam o desenvolvimento de variedades com grande potencial para a producdo de biomassa. A alta produtividade e
resisténcia a estresses bidticos e abidticos encontrados nas variedades hibridas sdo em grande parte atribuiveis a
S. spontaneum (Naidu; Sreenivasan, 1987; Roach, 1977).

O atendimento a demanda por biomassa para producao de bioenergia devera estar aliado a protecdo dos ecossistemas e a garantia da
seguranca alimentar. Desta forma, a produgdo de biomassa para producéo de energia devera se expandir preferencialmente para areas
degradadas ou de baixa aptiddo agricola, o que ird requerer o desenvolvimento de genétipos adaptados aos ambientes de produgao
marginais, tanto em termos climaticos quanto edaficos.
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Regides restritivas com acidez de solo apresentam aluminio em sua composicdo. Nessas regides as raizes da cana-de-agUcar ndo se
desenvolvem adequadamente inibindo a absor¢do de nutrientes e favorecendo a susceptibilidade a seca (Llugany et al., 1994;
Foy et al., 1978; Kochian, 1995). Devido a grande variabilidade genética, intra e interespecifica de acessos Saccharum, o screening é
uma abordagem apropriada para identificar o desempenho de genétipos quanto a resisténcia ao Al (Cancado et al., 2009). Diante
disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar um acesso da espécie Saccharum spontaneum do Complexo Saccharum do BAGCana da
Embrapa quanto a tolerancia ao estresse abiético de toxidez por aluminio em condigdes de cultivo in vitro.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju,
Sergipe.

Material vegetal

Como material vegetal, foram utilizadas brota¢cdes do acesso NSL291970 - Saccharum spontaneum, previamente estabelecido in
vitro. Esse acesso foi proveniente da National Center for Genetic Resources Preservation/ARS/USDA, Fort Collins, CO, USA, e faz
parte do Banco ativo de Germoplasma de Cana-de-aguicar da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE.

Multiplicacdo dos acessos

A cada 30 dias, as brotagcbes foram multiplicadas em ambiente asséptico, em tubos de ensaio contendo 20 mL do meio de
multiplicagdo (MM) consistindo em sais do meio MS (Murashige; Skoog, 1962), suplementados com 2% de sacarose, 0,2 mg L™ de
BAP (6-benzilaminopurina - Sigma-Aldrich) + 0,1 mg L™ de cinetina (Sigma-Aldrich), gelificado com 3,5 g L de Phytagel®
(Sigma-Aldrich) e pH ajustado para 5,8. O meio foi autoclavado a 121°C durante 20 minutos, em todas as fases. As culturas foram
mantidas sob condi¢cbes de temperatura ambiente (25 °C + 2 °C), fotoperiodo de 12 horas de luz e intensidade
luminosa de 60 pmol m%s™,

Instalagé@o dos ensaios in vitro

Para o screening in vitro quanto a tolerancia ao aluminio foi utilizada a metodologia adaptada de Cancado et al. (2009). Brotagoes
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
concentracOes de Cloreto de Aluminio (AICI3) (0 uM; 200 uM, 350 uM, 500 uM e 650 uM), com pH ajustado para 4.2. As culturas
foram mantidas em camara de crescimento sob condi¢cBes de dia longo (16/8 h ciclo de luz/escuro) a uma temperatura de
25 °C + 2 °C e umidade relativa de 60% a 70%, com luz sendo fornecida por camaras de ar brancas fluorescentes (60 W, photon
densidade de fluxo de 50 mmol m?2 S%).

Para o enraizamento, brotaces foram inoculadas em meio de cultura MS, suplementado com 20 g L™ de sacarose, 0,7 mg L™ de
ANA (4cido naftalenoacético), gelificado com 1,5 g L™ de phytagel®, e pH ajustado para 5,8. As culturas foram mantidas em camara
de crescimento sob condi¢des de dia longo (16/8 h ciclo de luz/escuro) a uma temperatura de 25 °C + 2 °C e umidade relativa de 60%
a 70%, com luz sendo fornecida por cAmaras de ar brancas fluorescentes (60 W, photon densidade de fluxo de 50 mmol m?2 S™), até
atingirem 1 cm de raiz.

Avaliacdes de crescimento

Aos 30 dias, foram realizadas avaliagdes biométricas (nimero de brotagGes, crescimento da parte aérea e crescimento de raiz), massa
seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR). Para obtenc¢do do resultado do crescimento de parte aérea e raiz foi realizada a subtracdo
entre o comprimento aos 30 dias e 0 dias (no inicio do experimento). Para obtencdo da MSPA e MSR os acessos cultivados in vitro
que receberam as diferentes concentragdes foram coletados e a parte vegetativa secadas em estufa de aeracéo forgada a 60 °C até
atingir peso constante.

Anélise estatistica

O delineamento experimental serd inteiramente casualizado, em cinco repeti¢cdes para cada avaliagdo. Para os niveis de AICI3, as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia e, realizada a analise de regressdo e ajustadas equagdes.
Para as analises foi utilizado o software estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

O comportamento do acesso quanto a toxicidade por Al foi avaliado com a aplicagdo de modelos de regressdo, 0s quais
demonstraram que ndo houve significancia. Comparando-se as médias, quanto ao nimero de brotagGes, crescimento de parte aérea e
da raiz, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos utilizados, como pode ser observado pela comparagdo das médias com a
da testemunha, demonstrando que o acesso é tolerante aos niveis de aluminio testados (Tabela 1).
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Tabela 1. Nimero de brotagdes, crescimento da parte aérea e da raiz de brotagdes de S. spontaneum submetidos ao estresse por
toxidez de aluminio in vitro.

0 2,5000 a 20,8750 a 0,5562 a
200 2,1429 a 22,4642 a 0,5428 a
350 2,2000 a 22,0333 a 0,5733a
500 1,7857 a 20,0714 a 0,4571a
650 2,0714a 19,7857 a 0,3000 a

CV % 20,65 8,83 28,68

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Para a massa seca de parte aérea e da raiz houve redugo linear significativa & medida que se aumentou o cloreto de aluminio (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do estresse por toxidez de aluminio in vitro na massa seca de parte aérea
(A) e raizes (o) de S. spontaneum (acesso NSL291970).

O primeiro sintoma da toxicidade do Al detectavel é extremamente rapido, em questdo de minutos inibe o crescimento da raiz,
resultando em reducdo e danos no sistema radicular (Barceld; Poschenrieder, 2002). A rapida resposta da raiz indica que num
primeiro momento o Al inibe a expansdo e elongacao das células das raizes, e depois a divisdo celular também passa a ser inibida
(Kochian, 1995; Matsumoto, 2000). Porém, em alguns trabalhos, a tendéncia de inibicdo do alongamento radicular ndo acompanhou
necessariamente o incremento da concentragdo de Al em solugdo, como ja foi relatado em cana-de-aglcar por Hetherington et al,
1988.

Em outro trabalho realizado por Oliveira (2012) em cana-de-agUcar em solugdo nutritiva utilizando dez concentracdes crescentes de
Al permitiu-se visualizar o comportamento das variedades, mas a queda no crescimento radicular foi muito sensivel, mesmo
utilizando ampla faixa de concentracdes de Al, diferentemente da maioria dos trabalhos com outras gramineas que trabalham com
poucas doses. Nesse trabalho o autor observou que o crescimento radicular ndo apresentou queda no crescimento nas primeiras doses,
a maioria das variedades apresentou decréscimo no crescimento somente a partir de 500 pmol.L™.

Embora, varios trabalhos mostrarem os efeitos negativos do Al, existem trabalhos que mostram efeitos benéficos em algumas
espécies. Uma possivel explicacdo é o aumento da disponibilidade de Fe no meio de crescimento, resultando na hidrolise de Al e pH
mais baixo. Thawornwong e Diest (1974) mostraram que o desenvolvimento do arroz foi estimulado na presenca de baixas
concentracdes de Al em solugdo nutritiva. Isto sugere que em arroz, uma pequena quantidade de Al seja necessaria para o
desenvolvimento normal da planta.

O valor econdmico e ambiental de uma planta tolerante a qualquer situacéo de estresse é indiscutivel, ja que pode significar a redugdo
de custos e dos impactos do uso exagerado dos fatores de producédo. Estas espécies tolerantes se comportam de forma eficiente e a
identificacdo destas variedades pode contribuir para sistemas sustentaveis de producao por oferecer garantias do sucesso da expansdo
das fronteiras agricolas da cultura, assim como maximizar a eficiéncia dos insumos, sobretudo irrigacao e fertilizacéo.

No presente estudo, os niveis de Al testados ndo foram suficientes para provocar o estresse em S. spontaneum, sendo necessarios
novos estudos com doses mais elevadas.
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Conclusoes

Saccharum spontaneum é tolerante a 650 uM de AIClzin vitro.
Novos estudos devem ser realizados para identificar o ponto critico de Al para a espécie em questéo.
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