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RESUMO 

FARIA, P. R. Isolamento de bactérias endofíticas e estabelecimento in vitro de 

diferentes genótipos de cana-de-açúcar. 2012. 85 f. Dissertação (Mestrado em Genética 

e Melhoramento de Plantas) - Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiás, 

Goiânia, 2012.
2 

 

Na micropropagação, fragmentos de tecidos vegetal chamados explantes são 

isolados, desinfetados e cultivados assepticamente em meio de cultura. Porém, a oxidação 

e a contaminação são os principais problemas no início do processo de cultura de tecidos 

de plantas. Com o objetivo de iniciar metodologias de estabelecimento in vitro de 

variedades selecionadas de cana-de-açúcar foram realizados tratamentos de 

descontaminação de ápices caulinares com diferentes tempos de exposição e concentrações 

de hipoclorito de sódio, casugamicina, etanol e bicloreto de mercúrio. Não houve 

problemas de oxidação em nenhum dos tratamentos. O uso dos reagentes nas 

concentrações e tempos testados não mostrou ser fitotóxico, no tratamento utilizando os 

maiores tempos de exposição à casugamicina e ao hipoclorito de sódio obteve os menores 

índices de contaminação por fungos e bactérias. Porém, os índices de contaminação 

bacteriana foram elevados, o que indica a necessidade de uso de novos procedimentos para 

o processo de descontaminação. Sabe-se que a cana-de-açúcar está associada a diferentes 

bactérias endofíticas. Com o objetivo de melhor estudar estas bactérias endofíticas e sua 

relação com a planta hospedeira, promoveu-se o isolamento de bactérias contaminantes de 

explantes de cinco diferentes variedades de cana-de-açúcar: RB98710, RB034068, 

RB034130, RB034120 e RB034041 visando à determinação de características 

morfológicas e fisiológicas. Os treze isolados obtidos possuem diversidade para 

características morfo-tintoriais e bioquímicas sendo caracterizados como bastonetes gram-

positivos. Apresentaram capacidade de produção de fatores de crescimento vegetal e, após 

teste de sensibilidade a antimicrobianos, dois antibióticos: Ciprofloxacino e Ceftazidima 

apresentaram maior potencial de controle do crescimento dos isolados. Com as 

contaminações microbianas controladas, estudos foram realizados para avaliar o efeito de 

reguladores de crescimento na multiplicação in vitro de culturas de ápices caulinares e seu 

enraizamento em três variedades de cana: RB98710, RB034041 e RB034130. Utilizou-se 

meio MS líquido contendo BAP, KIN, ANA e GA3 em diferentes combinações e 

concentrações. Os resultados mostraram que, para as três variedades testadas, o meio MS 

com 0,2 mg.L
-1

 de BAP e 0,1 mg.L
-1

 de KIN são os mais apropriados para a maior 

produção de brotos e que os melhores resultados de enraizamento foram obtidos em meio 

½ MS semissólido com 6% de sacarose, 5,0 mg.L
-1

 de ANA e 0,2% de carvão ativado. As 

plântulas foram aclimatizadas e a capacidade de sobrevivência sob condições ex vitro foi 

de 90%, três semanas após a transferência para a casa de vegetação. 

 

Palavras-chave: micropropagação, diversidade bacteriana, antibióticos.  

 

  

                                                 
2
 Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. EA/UFG. 

 

 

 

  

  



18 

 

 

ABSTRACT 

FARIA, P. R. Isolation of endophytic bacteria and in vitro establishment of different 

genotypes of sugarcane. 2012. 85 f. Dissertation (Master in Genetic and Plant Breeding) – 

College of Agronomy, Universidade Federal de Goiás, Goiânia, 2012.
3 

 

In micropropagation, plant tissue fragments called explants are isolated aseptically, 

disinfected and cultured in culture medium. However, oxidation and contamination are the 

main problems in the initiation of the tissue culture plants. In order to initiate the 

establishment of in vitro methodologies for selected sugarcane varieties a series of 

decontaminating treatments were performed in shoot tips with different exposure times and 

concentrations of sodium hypochlorite, casugamicin, ethanol and mercuric chloride. There 

were no problems with oxidation in any treatment. The use of reagent concentrations and 

times tested showed not be phytotoxic. Treatment using longer times of exposure to 

casugamicin and sodium hypochlorite obtained the lowest levels of contamination by fungi 

and bacteria. However, bacterial contamination rates were high which indicates the 

necessity of using new procedures for the decontamination process. It is known that the 

sugarcane is associated with different endophytic bacteria. In order to better study these 

endophytic bacteria and their relationship with the host plant, promoted the isolation of 

bacteria in explants of five different varieties of sugarcane: RB98710, RB34068, 

RB034130, RB034120 and RB034041 to determinate of morphological and physiological 

characteristics. The thirteen isolates have diversity for morphological and biochemical 

staining and are characterized as gram-positive. All of them had a production capacity of 

plant growth factors, and after antimicrobial susceptibility testing, two antibiotics: 

Ciprofloxacin and Ceftazidime showed the greatest potential for controlling the growth of 

the isolates. With microbial contamination controlled, studies were conducted to evaluate 

the effect of growth regulators on in vitro multiplication of shoot tip culture and its roots in 

three sugarcane varieties: RB98710, RB034041 and RB034130. We used liquid MS 

medium containing BAP, KIN, NAA and GA3 in different combinations and 

concentrations. The results showed that, for the three varieties tested, MS medium with 0.2 

mg.L
-1

 BAP and 0.1 mg L
-1

 KIN are most suitable for higher production of shoots and that 

the best rooting results were obtained in semi-solid ½ MS medium with 6% sucrose, 5.0 

mg L
-1

 NAA and 0.2% activated charcoal. The plantlets were acclimatized and 

survivability under ex vitro conditions was 90%, three weeks after the transfer to the 

greenhouse. 

 

Key words:  micropropagation, bacterial diversity, antibiotics.

                                                 
3
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A cana-de-açúcar é uma planta com elevado potencial para transformar energia 

solar em energia química, representada principalmente pela sacarose. O elevado teor deste 

nutriente na planta madura faz da cana uma importante fonte energética renovável. Graças 

à sua múltipla utilidade, a cana pode ser empregada in natura, sob a forma de forragem, 

para alimentação animal, ou como matéria-prima para a fabricação de açúcar, etanol, 

melado, rapadura, aguardente entre outros (Oliveira et al., 2009). Seus resíduos também 

apresentam importância econômica: o vinhoto pode ser utilizado como adubo orgânico 

(Alvarenga & Queiroz, 2009) e o bagaço tornou-se uma alternativa para diversificação da 

matriz energética permitindo a comercialização de eletricidade e de créditos de carbono 

(João, 2009). 

O etanol é reconhecido na comunidade internacional como uma das formas 

renováveis de energia mais viáveis atualmente, além de ser uma solução possível frente aos 

problemas ambientais causados pelos combustíveis de origem fóssil. Destaca-se, 

sobretudo, como um dos melhores candidatos a receber apoio em políticas de 

financiamento (Mecanismos de Desenvolvimento Limpo – MDL), segundo o estabelecido 

pelo Protocolo de Quioto (Leite, 1997). 

Em decorrência da posição de destaque que ocupa na economia mundial, a 

cultura da cana-de-açúcar está sendo cada vez mais inserida em programas de 

melhoramento, visando à introdução de características de interesse agronômico, tais como: 

rápida multiplicação; maior resistência à seca, pragas e patógenos; tolerância a herbicidas, 

aumento do teor de sacarose, etc. As pesquisas na área de melhoramento são necessárias 

uma vez que as variedades, depois de algum tempo de reprodução vegetativa, ainda por 

processos pouco explicados, entram em degenerescência, perdendo o vigor e a 

produtividade e, ainda, adquirindo um aumento de suscetibilidade às principais pragas e 

doenças (Kerbauy, 1997). 

Donato et al. (2005) relatam que em programas de melhoramento genético de 

cana-de-açúcar, a propagação in vitro é bastante vantajosa, considerando que há 

necessidade de multiplicar o material selecionado com rapidez. Além dos 10 ou 15 anos de 
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seleção, eram requeridos mais alguns anos para se estabelecer as novas cultivares em 

plantios comerciais. A propagação in vitro é uma alternativa ao processo convencional de 

propagação vegetativa por meio de colmos. Altas taxas de multiplicação de cana-de-açúcar 

podem ser alcançadas por esse método, com inúmeras vantagens em relação à 

multiplicação em campo, como a produção de grande quantidade de mudas de qualidade 

superior, em tempo e espaço reduzidos. 

Na cultura de tecidos, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados 

explantes, são isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados 

assepticamente, por períodos indefinidos em um meio de cultura apropriado. O objetivo é 

obter uma nova planta idêntica à original, ou seja, realizar uma clonagem vegetal que é 

definida como uma propagação assexuada de células ou organismos, de modo a obter novo 

indivíduo, mantendo-se o genótipo idêntico aquele do ancestral comum. O material então 

regenerado poderá ser submetido a diversos testes, a fim de se verificar em quais condições 

se desenvolve melhor (Andrade et al., 2002). 

A micropropagação que envolve a obtenção de embrióides via embriogênese 

somática, como já é feito com algumas culturas, especialmente fruteiras, pode auxiliar no 

melhoramento genético de plantas, reduzindo o tempo para a obtenção de cultivares 

(Carvalho et al., 2006).  

Para que variedades sejam micropropagadas eficientemente faz-se necessário, 

primeiramente, o estabelecimento de condições ideais de cultivo in vitro para o material 

em estudo. Donato et al. (2005) relatam que um dos problemas conhecidos em cultura de 

tecidos de plantas é a contaminação por micro-organismos, especialmente, em espécies 

tropicais. Pereira et al. (2003) ressaltam que embora seus efeitos sejam pouco conhecidos, 

a presença destes micro-organismos sob condições in vitro, constitui-se numa das mais 

importantes causas de perda de material vegetal em laboratório.  

A cultura de tecidos se constitui numa poderosa ferramenta para o melhorista, 

podendo ser empregada de diferentes maneiras em um programa de melhoramento vegetal, 

oferecendo soluções exclusivas nas diferentes fases do processo, entretanto requer o 

estabelecimento de protocolos de micropropagação, ou seja, a descrição de técnicas que 

forneçam as condições apropriadas ao crescimento e desenvolvimento de uma variedade 

em laboratório. 

Cidade et al. (2006), discorrem que os protocolos de micropropagação são 

ferramentas fundamentais na utilização de técnicas de transformação genética, que 
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oferecem novas possibilidades para a obtenção de novas variedades com características de 

interesse.  

Não se verifica, porém, protocolos de micropropagação eficientes para as 

variedades de cana-de-açúcar cultivadas no Estado de Goiás e, em função desta 

precariedade de informações, este trabalho tem como objetivo o estudo e desenvolvimento 

de protocolos de descontaminação de explantes e estabelecimento de protocolos de 

propagação in vitro de variedades de cana-de-açúcar, que se tornarão ferramentas úteis 

para o programa de melhoramento genético desenvolvido na UFG. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CANA-DE-AÇÚCAR (Saccharum sp) 

 

2.1.1 Origem da Cana-de-açúcar 

 

A teoria mais aceita de sua origem considera que a cana seja nativa das ilhas do 

Arquipélago da Polinésia, sendo Saccharum robustum uma espécie botânica que se 

originou no centro de expansão da Nova Guiné. Segundo Miocque (1993), nas Américas a 

cana-de-açúcar foi introduzida na segunda expedição de Cristóvão Colombo, em 1493. No 

Brasil as primeiras mudas foram introduzidas em 1502, proveniente da Ilha da Madeira, 

por Martim Afonso de Souza. 

 

2.1.2 Classificação botânica 

 

A cana-de-açúcar é uma espécie pertencente ao gênero Saccharum, da família 

Poaceae, é uma planta tropical de metabolismo C4, que cresce bem em temperaturas acima 

de 25ºC, em solos férteis e bem drenados (Lemos et al., 2002). Cesnik & Miocque (2004) 

relatam que em 1753, Linneu descreveu a cana-de-açúcar em seu livro Species Plantarum 

e a classificou como Saccharum officinarum e Saccharum spicatum. Os autores relatam 

também que inúmeras modificações aconteceram e que atualmente a classificação aceita é 

divisão: Embryophyta siphonogama, subdivisão: Angiospermae, classe: 

Monocotyledoneae, ordem: Glumifloreae, família: Poaceae, tribo: Andropogoneae, 

subtribo: Sacchareae, gênero: Saccharum. 

 

2.1.3 Histórico da cana-de-açúcar no mundo 

 

Machado (2000) afirma que a cana-de-açúcar até o século XVIII, foi 

considerada planta medicinal e até mesmo artigo de luxo. Sua crescente valorização como 
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adoçante iniciou-se com o antigo costume de adoçar chá, café e chocolate. Porem as suas 

qualidades como adoçante são relatadas mesmo antes de Cristo, quando o homem já a 

conhecia como “algo que produzia mel sem o auxílio das abelhas” e que “uma bebida 

embriagante” podia ser fabricada a partir de seu caldo (Cesnik & Miocque, 2004). 

 

2.1.4 Histórico da Cana-de-açúcar no Brasil 

 

Entre os anos de 1500 e 1900, a cultura da cana-de-açúcar se desenvolveu 

muito no Brasil, desde a implantação dos primeiros engenhos à introdução de variedades 

melhoradas. Os Estados de São Paulo, Bahia, Pernambuco, Rio de Janeiro e Alagoas foram 

os pioneiros no desenvolvimento da agroindústria canavieira (Cesnik & Miocque, 2004). 

No início do século XX, uma crise econômica mostrou a necessidade de organizar a 

experimentação canavieira no Brasil. Diversas “conferências açucareiras” foram 

convocadas e, a partir de então, programas de melhoramento e estações experimentais 

foram implantados no Nordeste e no Sudeste (Machado, 2000). 

Diversas Universidades e Cooperativas empenharam-se na busca por melhorias 

da produção da cana e do rendimento do açúcar e do álcool. Em 1968, a Cooperativa 

Central dos Produtores de Açúcar e Álcool do Estado de São Paulo - Coopersucar - deu 

início a um importante programa de melhoramento genético da cana-de-açúcar, 

incorporando a Cooperativa dos Usineiros do Oeste do Estado de São Paulo - Copereste - à 

sua estação experimental. Na década de 1970, também foram criados o Instituto do Açúcar 

e do Álcool - IAA - e o Plano Nacional de Melhoramento da Cana-de-açúcar - Planalsucar, 

com abrangência nacional e que muito colaboraram para o desenvolvimento científico e 

econômico (Miocque, 1993). 

A partir da década de 70 até os dias atuais, a cultura da cana-de-açúcar 

enfrentou dificuldades econômicas e políticas, passando por fases de “altos e baixos” ao 

longo dos anos. O Proálcool, Programa Nacional do Álcool, criado em 1975/76, teve seu 

auge no ano de 1985, quando 96% da frota brasileira de automóveis era movida a etanol. 

As safras entre os anos de 1991 a 1996 fizeram com que a produção de etanol anidro 

atingisse 12,3 milhões de m³/ano, mas, posteriormente o programa foi abandonado fazendo 

com que a produção de etanol e o incentivo ao cultivo da cana-de-açúcar declinassem 

consideravelmente (Zucchi et al., 2002). 
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Nos últimos anos, as mudanças climáticas, a conscientização de que o petróleo 

é uma fonte esgotável e diversos interesses econômicos e políticos, voltam a incentivar a 

indústria sucroenergética. De acordo com a Agrianual (2006), a produção de etanol, tanto 

etílico como anidro, apresentou um crescimento de cerca de 70% em 2007/2008, o que 

permitiu totalizar nas próximas safras 18,5 bilhões de litros aproximadamente. O 

crescimento da demanda do produto deveu-se ao forte aumento das vendas de veículos flex 

fuel (bicombustível) que ultrapassaram as metas do setor (que eram de 45% do total de 

carros vendidos em 2005), atingindo a marca de 60% do total de veículos de passeio 

vendidos nos últimos dois anos. 

Em função de características, tais como: clima e relevo, ampla área agricultável 

e localização favorável ao escoamento da produção o Estado de Goiás apresenta-se como 

um dos estados-alvo para receber investimentos do setor canavieiro, que além de estimular 

a expansão da área cultivada de cana-de-açúcar, também promoverão um considerável 

aumento da implantação de novas usinas e de grandes investimentos em pesquisas (Carrijo 

& Miziara, 2009). 

 

2.1.5 A cana-de-açúcar no contexto econômico mundial 

 

Segundo a FAO (2012), dados de 2005 colocam o Brasil na liderança da lista 

de 80 países produtores de cana, responsável por 25% da produção mundial, seguido pela 

Índia, China, Tailândia, Paquistão e México. Para o período o complexo sucroenergético 

Brasileiro gerou uma renda de US$ 7 bilhões, sendo que US$ 3,2 bilhões são obtidos em 

vendas para o exterior, a cana-de-açúcar é a base para este ramo do agronegócio, 

representado por 350 indústrias de açúcar e etanol e um milhão de empregos diretos e 

indiretos (IBGE, 2012). 

 

2.1.6 A cana-de-açúcar no contexto econômico nacional 

 

Dados da Conab (2012) revelam que no Brasil a área de cana destinada à 

atividade sucroenergética, na safra do ano agrícola 2012/13, está estimada em 8,567 

milhões de hectares, distribuída em todos os estados produtores. O Estado de São Paulo é o 

maior produtor com 51,66% (4,426 milhões de hectares) seguido por Minas Gerais com 

8,97% (768,64 mil hectares), Goiás com 8,54% (732,02 mil hectares), Paraná com 7,17% 
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(614,01 mil hectares), Mato Grosso do Sul com 6,31% (540,97 mil hectares), Alagoas com 

5,35% (458,098 mil hectares) e Pernambuco com 3,48% (398,39 mil hectares). Nos demais 

estados produtores as áreas são menores, com representações abaixo de 3% mas com bons 

índices de produtividade. 

 

2.1.7 A cana-de-açúcar no contexto econômico Goiano 

 

Dados da Conab (2012) permitem estimar para o  Estado de Goiás, na safra 

2010/2011 um volume aproximado de 48.032 milhões de toneladas de cana-de-açúcar e 

2.004 milhões de toneladas de açúcar e 2.773.479 bilhões de litros de etanol, dos quais 

788.117 milhões de etanol anidro (para mistura na gasolina) 1.985.361 bilhões de litros de 

etanol hidratado (combustível). Dados da Conab/Sureg-GO (2011) revelam que o Estado 

possui 37 usinas de açúcar e etanol em operação. A Secretaria de Estado de Gestão e 

Planejamento do Estado de Goiás (SEGPLAN-GO, 2011) registra 16 projetos de instalação 

e quatro de expansão. 

 

2.2 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS 

 

2.2.1 Definição 

 

A cultura de tecidos vegetais pode ser definida como um conjunto de técnicas 

para favorecer o crescimento de células, tecidos e órgãos em um ambiente estéril e 

controlado. O aspecto mais relevante da cultura de tecidos está na área de multiplicação de 

plantas, conhecida como micropropagação ou propagação clonal, pois os indivíduos 

produzidos são geneticamente idênticos (Raven et al., 2001). 

Na cultura de tecidos, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados 

explantes, são isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados 

assepticamente, por períodos indefinidos em um meio de cultura apropriado. O objetivo é 

obter uma nova planta idêntica à original, ou seja, realizar uma clonagem vegetal que é 

definida como uma propagação assexuada de células ou organismos, de modo a obter novo 

indivíduo, mantendo-se o genótipo idêntico aquele do ancestral comum. O material então 

regenerado poderá ser submetido a diversos testes, a fim de se verificar em quais condições 

se desenvolve melhor (Carvalho et al., 2002). 



24 

 

2.2.2 Etapas do cultivo in vitro 

 

A primeira etapa do processo de micropropagação é o cultivo do explante in 

vitro com concentrações controladas de reguladores de crescimento (Lee, 1987). A origem 

e a sanidade das matrizes a serem multiplicadas, devem ser cuidadosamente controladas. O 

genótipo (matriz utilizada), a fonte de explante (raiz, caule, folhas, etc.) e a condição de 

cultivo (luz, temperatura, meio de cultura, vasilhame) constituem fatores capazes de 

exercer grande influência sobre o processo de regeneração dos explantes. O sucesso da 

regeneração da fonte de explante utilizada depende da decisão correta no estabelecimento 

de todos esses fatores, assim como, da combinação ótima dos três para que o processo seja 

bem sucedido (Caldas et al., 1998). 

 

2.2.3 O crescimento in vitro 

 

Para Cordeiro et al. (2002), a regeneração é fundamentada na capacidade de 

proliferação das células vegetais organizarem-se em tecidos e, posteriormente, em novas 

plantas. Essa capacidade é denominada totipotência. Considera-se que as células vegetais 

manifestem, em momentos diferentes e sob estímulos apropriados, a possibilidade de 

desenvolver um novo indivíduo. 

As condições da cultura, principalmente o meio de cultura, são essenciais para 

que haja um bom crescimento vegetativo, além de um índice de multiplicação adequado. O 

meio de cultura é constituído de sais minerais (micro e macronutrientes), nitrogênio 

reduzido, uma fonte de carbono, vitaminas e reguladores de crescimento necessários para 

manter a divisão celular e a proliferação dos explantes. A combinação adequada entre esses 

componentes, associada às demais condições da cultura, como luz (intensidade, qualidade 

e fotoperíodo), temperatura e vasilhame da cultura formam a base da tecnologia da cultura 

de tecidos vegetais (Kerbauy, 1997; Andrade et al., 2002). 

A fonte de explante é fator decisivo no sucesso da regeneração in vitro, pois a 

capacidade de regeneração depende da idade, do estado fisiológico e do tecido utilizado. 

Em geral, tecidos jovens e em crescimento como, por exemplo, os meristemas, são 

utilizados como fontes de explante (Liu, 1984). 

É válido ressaltar que variedades de uma mesma espécie podem apresentar 

respostas diferentes às condições de cultivo. No entanto, toda cultivar é capaz de responder 
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às condições de cultura in vitro, desde que seja utilizada uma combinação correta dos 

fatores que alteram a regeneração in vitro (Mantell et al., 1994). 

 

2.2.4 Meio de cultura 

 

Para Guerra & Nodari (2006) Meios de cultivo são combinações de sais 

minerais (macro e micronutrientes), carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento, 

que podem ser sólidos (adicionando-se ágar ou outro agente geleificante) ou líquidos, de 

acordo com o protocolo para o sistema de cultivo.  

Os meios nutritivos tem a função de fornecer substâncias essenciais para o 

crescimento dos tecidos e, controlar em grande parte o padrão de desenvolvimento in vitro. 

Para isso devem os meios necessitam ser definidos, preparados a partir de sais com 

qualidade analítica e formulação controlada, possibilitando a reprodução dos resultados em 

qualquer época ou lugar (Caldas et al., 1998). 

Existem diversas formulações de meio de cultura, porém o mais utilizado para 

culturas de tecidos vegetais é o meio “MS”, descrito por Murashige e Skoog (1962). O 

elemento chave deste meio nutritivo é a presença de alta concentração de nitrogênio na 

forma de nitrato de amônio, que tem se mostrado benéfico para a indução de organogênese 

in vitro em várias espécies de plantas (Murashige & Skoog, 1962; Donato et al., 1999). 

A composição do meio de cultura “MS” pode ser adaptada ou alterada, e tem 

como base uma combinação de: água, macronutirentes, micronutrientes, carboidratos, 

vitaminas, mio inositol e reguladores de crescimento. Outros aditivos também podem se 

adicionados o meio como: antibióticos, fungicidas, carvão ativado, agentes solidificantes 

tais como ágar, gelrite
®
 phyta-gel

®
, entre outros (Caldas et al., 1998). 

 

2.2.5 Vantagens da micropropagação 

 

Além da multiplicação de material genético, troca e avaliação de 

germoplasmas e da obtenção de mudas livres de patógenos, a cultura de tecidos também se 

estende ao aumento da variabilidade genética. Sob certas condições de cultura, observa-se 

a produção de plantas não totalmente idênticas à planta matriz os chamados variantes 

somaclonais (Silvarolla, 1992). 
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Plantas regeneradas a partir da cultura de tecidos constituem, portanto, 

alternativas viáveis para variedades melhoradas e para aumento da produção (Falco et al., 

1996). Este processo demonstra eficiência na rápida multiplicação de uma variedade nova 

com características promissoras, superiores às existentes em lavouras comerciais, além de 

amenizar perdas garantindo lucratividade da colheita. 

Macedo et al. (2007) ressaltam que as técnicas de cultivo in vitro, como a 

embriogênese somática, e a transformação genética apresentam grande potencial de 

aplicação em programas de melhoramento genético em cana-de-açúcar. Para o autor a 

indução de calos embriogênicos é uma etapa determinante, influenciando diretamente na 

capacidade de obtenção de embriões somáticos de cana-de-açúcar e a regeneração de 

plantas. 

Na embriogênese somática há formação de estruturas semelhantes aos 

embriões zigóticos, a partir de células somáticas proporcionando a oportunidade de 

propagação clonal de plantas férteis e geneticamente selecionadas além da multiplicação 

de plantas geneticamente modificadas (Carvalho et al., 2006). 

 

2.2.6 Cultura de Tecidos em Cana-de-açúcar 

 

Os primeiros estudos sobre micropropagação em cana-de-açúcar surgiram na 

década de 60, Lemos (2009) registra que foi a partir dos trabalhos de Nickell (1964) com 

indução de raízes em calos que a cultura de tecidos em cana-de-açúcar se desenvolveu. O 

autor relata que Barba & Nickell (1969) e Heinz & Mee (1969) anunciaram de forma 

independente a regeneração de plantas a partir de calos.  Macedo (2010) cita que LIU 

(1983) regenerou plântulas a partir de calos e posteriormente, Ho & Vasil (1983) 

obtiveram embriões somáticos a partir de calos. Nos anos seguintes diversos trabalhos 

foram realizados em diferentes áreas da micropropagação em cana como protocolos para a 

regeneração in vitro tendo como base processos de organogênese e embriogênese somática 

(Taylor & Dukic, 1993). Lemos (2009) cita o trabalho de (Wagih et al,. 1995) sobre 

produção de plantas livres de patógenos sistêmicos. Arencibia et al. (1998) realizaram 

transformação genética em cana-de-açúcar. Trabalhos envolvendo a potencialização e 

regeneração de calos por diferentes hormônios vegetais foram desenvolvidos por 

Chengalrayan & Gallo-Meagher, (2001); Macedo (2010). Donato et al. (2005) testou 

protocolos associados a antibióticos e fungicidas visando controle de endofíticos.  
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Cidade et al. (2006) relata que diferentes métodos de transformação genética de 

cana-de-açúcar foram desenvolvidos nos últimos anos, a autora ressalta a contribuição 

significativa destes métodos para a produção de novas variedades e cita transformações 

com a utilização de Agrobacterium tumefaciens (Enríquez-Obregón et al., 1997).  

 

2.3 MICRO-ORGANISMOS ENDOFÍTICOS 

 

2.3.1 Definições 

 

Souza (2011) verificou que micro-organismos endofíticos têm sido isolados de 

raízes, nódulos, caule, folhas e frutos em uma extensa variedade de plantas, incluindo 

muitas de interesse agrícola, tais como, cana-de-açúcar (Cavalcante & Döbereiner, 1988), 

milho (Araujo et al., 2000), videira (Bell et al., 1995), algodão (Quadt-Hallmann et al., 

1997), arroz (Stolzfus et al., 1997), tomate (Pillay & Nowak, 1997), citros (Marcon, 2002), 

batata (Reiter et al., 2003), trigo e sorgo (Zinniel et al., 2002), entre outras. 

Kneifel & Leonhardt (1992) citam que a contaminação por micro-organismos é 

conhecida como um dos mais sérios problemas da cultura de tecidos de plantas, 

especialmente, em espécies tropicais. Nos laboratórios de cultura de tecidos a presença de 

micro-organismos é normalmente considerada contaminação, sendo procedimento de 

rotina o descarte imediato dos indivíduos que apresentem algum sinal da presença de 

micro-organismos. Costa et al. (2010) relata que este procedimento parte do princípio que, 

em geral, os micro-organismos são passíveis de patogenicidade, pressupondo a 

possibilidade de ocorrência de uma doença contagiosa adota-se, dessa forma, o princípio 

da erradicação parcial ou total da cultura como medida de controle. 

Trigiano (2010) relata que os endofíticos são representados principalmente por 

fungos e bactérias que se desenvolvem no interior dos tecidos vegetais, sem causar danos 

aparentes. Para o autor, endofíticos são micro-organismos que crescem no interior das 

plantas, com capacidade de viver toda ou a maior parte dos seus ciclos de vida em 

associação próxima com a mesma, esta associação é caracterizada como simbionte 

mutualística, pois pode proporcionar ao hospedeiro variados benefícios, como: aumento da 

nutrição, tolerância à seca, resistência a algumas doenças. 

Estudos mais detalhados revelaram que tanto Acetobacter. diazotrophicus 

(James et al., 1994), como Herbaspirillum spp. (Olivares et al., 1997) encontram-se 
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internamente na planta colonizada, localizando-se nos tecidos vasculares e espaços 

intercelulares.  

O estabelecimento das plantas em seus respectivos habitats envolve a sua 

capacidade em interagir com diferentes espécies de seres vivos (Peixoto Neto et al., 2002). 

Esta interação visa obter os recursos necessários a sobrevivência, assim os seres vivos 

relacionam entre si e com o ambiente físico (Costa et al., 2010). O estado normal das 

plantas também é o de coexistir com uma ampla gama de micro-organismos externos e 

internos, presentes em seus diversos órgãos seja de maneira simbionte ou não. Saikkonen 

et al. (2000), citado por Costa et al. (2010), estimam que 90% das espécies vegetais 

apresentam algum tipo de associação simbiótica com micro-organismos como os rizóbios, 

micorrizas, rizobactérias e as diazotróficas. Segundo os autores, benefícios recíprocos 

foram desenvolvidos como melhor crescimento, reprodução e resistência a estresses 

bióticos e abióticos, por parte das plantas, e local de refugio, nutrição, e favorecimento da 

disseminação, por parte dos micro-organismos.  

Micro-organismos endofíticos apresentam uma relação simbiótica e em 

equilíbrio com o vegetal na natureza. Porém, uma vez isolado o explante e introduzido em 

meio de cultura, as condições in vitro favorecem o crescimento do micro-organismo, 

localizado internamente no tecido vegetal, prejudicando o desenvolvimento do explante 

(Peixoto Neto et al., 2002). As bactérias endofíticas são responsáveis pela maioria das 

contaminações, que são indesejáveis, porem há casos onde o cultivo associado pode se 

tornar uma boa opção, pois a bactéria é identificada pode não ser patogênica (Grattapaglia 

e Machado, 1998). 

Segundo Souza (2011) o aumento de informações sobre interação 

microrganismos / plantas e a determinação das diferentes funções destes no interior dos 

vegetais, proporcionou maior atenção ao seu estudo. Pesquisas apontam que estes micro-

organismos podem atuar no controle biológico de inúmeras doenças, na promoção de 

crescimento vegetal (Hallmann et al., 1997; Hallmann & Berg, 2006; Ryan et al., 2008) e 

na biorremediação de áreas poluídas (Newman & Reynolds, 2005; Germaine et al., 2009). 

 

2.3.2 Endofíticos em cana-de-açúcar 

Milani (2009) comenta a ocorrência de vários micro-organismos associados às 

diversas culturas, colonizando várias partes da planta. O autor ressalta que das as bactérias 
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rizosféricas o gênero mais observado é o Azospirillum, com relação às endofíticas, uma das 

mais estudadas pertence ao gênero Gluconacetobacter com ocorrência em cana-de-açúcar. 

Donato et al. (1999) afirma que e a cana-de-açúcar está associada à bactérias 

fixadoras de nitrogênio. Entre essas bactérias, Acetobacter diazotrophicus (Gillis et al., 

1989) e Herbaspirillum spp. (Baldani et al. 1996; Gillis et al., 1991) têm sido consideradas 

as mais importantes pelo seu caráter endofítico obrigatório (Baldani et al., 1997). Reis 

Junior (2000), isolou Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasiliense, Azospirillum 

amazonense, Acetorbacter diazotrophicus e Herbaspririllum ssp. em cana-de-açúcar, e 

observou que a maior frequência de isolados ocorreu nas raízes, seguida dos colmos e 

folhas respectivamente. 

Mendes (2008) relata que a comunidade bacteriana endofítica associada à cana-

de-açúcar é constituída por múltiplos gêneros e que apresentam potencial para promoção 

do crescimento vegetal e controle de doenças, em seu trabalho a maioria das bactérias 

endofíticas isoladas pertencem ao gênero Burkholderia. 

Santos (2012) estudou 30 bactérias diazotróficas, endofíticas de raiz e da 

rizosfera de plantas de cana soca, e observou que 27 destes isolados foram capazes de 

solubilizar fosfato inorgânico in vitro. Grant et al., (2001) destaca que a cana-de-açúcar 

possui a característica de ser uma grande extratora de nutrientes do solo, principalmente de 

fósforo. 

 

2.3.3 Descontaminação 

 

O controle das contaminações no cultivo de explantes vegetais in vitro está 

associado a cuidados básicos como: esterilização adequada dos equipamentos, meios de 

cultura e do material vegetal, técnicas básicas de assepsia do manipulador e do ambiente 

(Long et al., 1988; Leifert & Woodward, 1998; Pereira et al., 2003). 

Estes procedimentos muitas vezes não são suficientes para controlar as 

contaminações por diversos fatores. Entretanto, um grupo de contaminantes vem se 

destacando em trabalhos recentes, os micro-organismos endofíticos e são considerados 

problemáticos para o cultivo de plantas in vitro (Leifert & Woodward, 1998; Long et al., 

1988, Pereira et al., 2003; Reed et al., 1998). 

O etanol e compostos à base de cloro são as substâncias com ação germicidas 

utilizadas nos processos de desinfestação em cana-de-açúcar.  Dentre as várias substâncias 
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germicidas à base de cloro, utilizadas para desinfestação dos explantes, as mais comuns 

são o hipoclorito de sódio ou o hipoclorito de cálcio. As concentrações mais comuns vão 

de 0,5 a 2,0 % de cloro ativo e o tratamento pode durar até 40 minutos (Câmara, 2010).  

A concentração do produto desinfestante e o tempo de imersão no tratamento 

de descontaminação dependem principalmente do tipo de tecido, pois a super exposição do 

tecido aos agentes esterilizantes, geralmente, danifica o explante e leva à morte celular 

(Smith, 2000). Tecidos muito frágeis, como folhas jovens, devem ser tratados em baixas 

concentrações e tempo reduzido. Materiais adultos provenientes do campo devem ser 

imersos em concentrações mais altas e por tempo mais prolongado (Souza et al., 2006). 
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3 CONTROLE DA CONTAMINAÇÃO DE EXPLANTES DE CANA-

DE-AÇÚCAR PARA ESTABELECIMENTO DE CULTURA IN VITRO 

 

RESUMO 

Na micropropagação, fragmentos de tecidos vegetal chamados explantes são 

isolados, desinfetados e cultivados assepticamente em meio de cultura. Porém, a oxidação 

e a contaminação são os principais problemas no início do processo de cultura de tecidos 

de diversas espécies vegetais. Para que variedades de cana-de-açúcar sejam 

micropropagadas faz-se necessário, primeiramente, o estabelecimento de protocolos de 

desinfestação dos explantes, evitando-se a competição de fungos e bactérias pelos 

nutrientes do meio, a liberação de toxinas e a consequente morte do tecido vegetal. Com o 

objetivo de iniciar metodologias de estabelecimento in vitro de cana-de-açúcar foram 

realizados tratamentos de descontaminação de ápices caulinares com diferentes tempos de 

exposição e concentrações de hipoclorito de sódio, casugamicina, etanol e bicloreto de 

mercúrio. Não houve problemas de oxidação em nenhum dos tratamentos. O uso dos 

reagentes nas concentrações e tempos testados não mostrou ser fitotóxico. Tratamentos 

utilizando os maiores tempos de exposição à casugamicina e ao hipoclorito de sódio 

obtiveram os menores índices de contaminação por fungos e bactérias. Porém, mesmo 

nestes tratamentos, os índices de contaminação bacteriana foram elevados o que indica a 

necessidade de uso de novos procedimentos para a obtenção de explantes, como um pré-

tratamento das matrizes em casa de vegetação, e o uso de antibióticos no meio de cultura 

para o controle de bactérias, o principal problema encontrado em todos os tratamentos. 

 

Palavras-chave: cultura de tecidos, compostos fenólicos, micro-organismos. 

 

 

ABSTRACT 

CONTAMINATION CONTROL OF SUGARCANE EXPLANTS FOR IN 

VITRO CULTURE ESTABLISHMENT 

 

In micropropagation process, plant tissue explants are isolated, disinfected and 

aseptically cultured in culture medium. However, oxidation and contamination are the 

main problems in the initiation of the tissue culture of different plant species. For 

sugarcane varieties will be micropropagated it is first necessary to establish disinfestation 

protocols for explants, avoiding fungi and bacteria competition for nutrients of the 

medium, the release of toxins and consequent plant tissue death. In order to initiate 

methods of in vitro sugarcane establishment treatments were performed in decontaminating 

shoot tips with different exposure times and concentrations of sodium hypochlorite, 

casugamicina, ethanol and mercuric (II) chloride. No problems of explant oxidation were 
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detected in treatments. The use of reagent concentrations and times tested was not 

phytotoxic and treatment using longer times of exposure to casugamicina and sodium 

hypochlorite obtained the lowest levels of contamination by fungi and bacteria. However, 

even this treatment, the rates of bacterial contamination were high which indicates the 

necessity of using new procedures for obtaining explants as a pretreatment of matrices in a 

greenhouse, and the use of antibiotics in the culture medium for the control of bacteria, the 

major problem in all treatments. 

 

Keywords: tissue culture, endophytic, microorganisms. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

O objetivo principal da micropropagação de cana-de-açúcar é a produção de 

maneira rápida e em larga escala de mudas de variedades recém-lançadas para suprir os 

plantios comerciais. A propagação por cultura de tecidos ainda proporciona a grande 

vantagem de produzir mudas livres de doenças. A micropropagação de cana está cada vez 

mais sendo usada em biofábricas em inúmeras usinas (Lakshmanan et al., 2005). 

Um dos principais problemas encontrados na micropropagação é a 

contaminação microbiana, seja por fungos e/ou bactérias no inicio da fase de 

multiplicação. O problema pode ser intensificado pela natureza endofítica dos 

contaminantes. Muitas vezes estas contaminações bacterianas surgem no meio após seis ou 

sete repicagens (Andrade et al., 2002). Estas contaminações impedem o desenvolvimento 

do explante, não somente pela competição com os nutrientes do meio de cultura, mas, 

principalmente, pela liberação de compostos tóxicos no meio durante o desenvolvimento 

de fungos e bactérias (Smith, 2000). 

Embora a micropropagação de cana de açúcar tenha sido descrita por muitos 

autores (Lee, 1987; Cidade et al. 2006), poucos relatam os problemas de contaminantes, 

principalmente bacterianos, que ocorrem durante a cultura. Pereira (2010) discorre que em 

geral, admite-se que problemas de contaminação em cultura de tecidos de plantas são 

causados por técnicas de assepsia insuficientes e não conduzidas corretamente durante as 

manipulações dos explantes, dos instrumentos ou do próprio técnico que irá manipular o 

material. Assim, considerou-se necessário investigar formas de obtenção de explantes de 

cana limpos para estabelecer protocolos de micropropagação das variedades, de cana-de-

açúcar do programa de melhoramento genético Ridesa/UFG. Neste contexto, vários 

agentes esterilizantes e tempos de tratamento foram avaliados. 
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Cultura de Tecidos 

Vegetais do Departamento de Biologia Geral do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Goiás – UFG, em Goiânia, GO. Foram utilizados segmentos 

apicais de 40 cm do colmo (Figura 3.1) de plantas de cana-de-açúcar da variedade 

RB98710 com aproximadamente 6 meses, proveniente do jardim clonal do programa de 

melhoramento de cana-de-açúcar da UFG/RIDESA localizado na Escola de Agronomia e 

Engenharia de Alimentos da UFG. 

 

3.2.1 Descontaminação  

 

Baseado no trabalho de Melo et al. (2010) foram elaborados seis tratamentos 

para controlar a oxidação e desinfestação dos explantes. A partir dos colmos da variedade 

RB98710, foram obtidos os “palmitos” para a retirada do ápice caulinar (Figura 3.1). Estes 

palmitos foram destinados a tratamentos que utilizaram diferentes concentrações de 

Kasumin
®
 - fungicida/bactericida sistêmico (KAS), hipoclorito de sódio (NaOCl), etanol 

(EtOH) e cloreto de mercúrio (HgCl2). Tempos e concentrações estão indicados na Tabela 

3.1. 

 

 

Figura 3.1 – Etapas para isolamento do ápice caulinar de cana-de-açúcar da variedade RB98710 

com 6 meses de idade. 01) Aspecto da planta; 02) região do corte; 03) segmento apical septado; 04) 

Palmito sem as bainhas foliares e 05) palmito com ápice caulinar. 
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Tabela 3.1 Tratamentos de desinfestação ápices de cana-de-açúcar para cultivo in 

vitro. 

 KAS 

2% 

Det. 

50% 

NaOCl 

1% 

KAS 

8% 

EtOH 

70% 

NaOCl 

1% 

HgCl2 

0,1% 

T1  5 min 20 min 3 h 1 min 20 min 20 min 

T2  5 min 10 min 1 h 1 min 10 min ----- 

T3 24 h 5 min 20 min 3 h 1 min 20 min 20 min 

T4 24h  5 min 10 min 1 h 1 min 10 min ----- 

T5 48 h 5 min 20 min 3 h 1 min 20 min 20 min 

T6 48 h 5 min 10 min 1 h 1 min 10 min ----- 

KAS = Kasumin
®
 - fungicida/bactericida sistêmico, Det. = detergente neutro diluído em água 

destilada (1:1), EtOH = etanol 70%, NaOCl = hipoclorito de sódio com 2,5% de cloro ativo, 

HgCl2 = cloreto de mercúrio. 

 

3.2.2 Inoculação 

 

Os ápices, foram reduzidos a aproximadamente 40 mm x 3 mm (Figura 3.2) e 

inoculados em tubos de ensaio, contendo 10 ml de meio MS (Murashige & Skoog, 1962) 

acrescido de 3% de sacarose e 6,5% de ágar. O pH foi ajustado para 5,75 e os tubos foram 

autoclavados a 123 ± 2 ºC, sob pressão de 1,3 ± 1 kgf.cm
-
², por vinte minutos. Em cada 

tubo foi inoculado um explante e vedados com tampa plástica. Após a inoculação os 

tratamentos permaneceram em câmara de crescimento sob fotoperíodo de 16 horas e 

temperatura de 25 ± 1ºC. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 

cinco tratamentos e 30 repetições, o experimento foi avaliado 25 dias após a inoculação e 

as variáveis observadas foram: i) número de explantes oxidados ii) número de explantes 

contaminados com fungos; iii) número de explantes contaminados com bactérias. Os 

resultados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 3.2. Descontaminação e isolamento do ápice caulinar de cana-de-açúcar. A partir de 

plantas adultas da variedade RB98710 foram obtidos os primórdios foliares que 

protegem o ápice caulinar, denominados “palmitos”. 01) Descontaminação inicial dos 

palmitos em solução de Kasumin 8% no fluxo laminar. 02) Utilização de hipoclorito 

de sódio e etanol 70% para finalizar a descontaminação. 03) palmito descontaminado 

e pronto para retirada das bainhas foliares e isolamento do ápice caulinar. 04) No 

destaque, ápice caulinar isolado, após a retirada das bainhas. 05) Retirada da base do 

palmito imediatamente antes da inoculação do ápice caulinar em meio de cultura. 06) 

Ápice caulinar inoculado em meio de cultura MS gelificado solidificado com ágar. 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Não houve sinais de fitotoxicidade, e perda de explantes por necrose em 

nenhum dos tratamentos, indicando que as concentrações dos reagentes e os tempos 

utilizados não afetaram o tipo de tecido utilizado como explante. Também não ocorreu a 

oxidação nos explantes em nenhum tratamento. Este resultado se deve, provavelmente, ao 

uso de Kasumin
®
 e ao manuseio adequado dos explantes reduzindo o tempo entre o 

isolamento dos ápices caulinares e o momento da inoculação em meio de cultura. Silva et 

al., (2007) também relataram o controle da oxidação em explantes de cana-de-açúcar 

quando tratados o com fungicida Cercobin
®
. 

A contaminação por fungos e bactérias ocorreu em todos os tratamentos 

(Tabela 3.2). Porém, o agente contaminante mais importante foram as bactérias, variando 

de 87,50% a 36,53 %, indicando que a descontaminação dos explantes com os reagentes e 
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tempos utilizados ainda precisa ser melhorada (Figura 3.3). A contaminação por fungos 

ocorreu em menor, escala de 0 a 18% (Figura 3.4). Embora a contaminação por fungos 

possa ter impedido a visualização do crescimento conjunto com bactérias em alguns 

frascos, este número foi pequeno sem prejuízo da avaliação final. 

 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey no nível de 5% 

 

 

 

Figura 3.3 – Explantes de cana-de-açúcar da variedade RB98710 evidenciado contaminação por 

bactérias. 01 e 02 explante em meio sólido 5 dias  após a inoculação, 03 meio 

líquido 20 dias após inoculação. 

 

Tabela 3.2 – Dados de análise de variância, relacionados a contaminação de explante de 

cana-de-açúcar por fungos e bactérias inoculados em meio MS, após 25 dias 

de cultivo. 

 Fungos Bacteria Ambos 

T1 2,08 b 87,50 a 87,50 a 

T2 18,86 a 77,77 ab 88,67 a 

T3 18,00 a 56,00 bc 70,00 a 

T4 0,00 b 69,56 ab 69,56 a 

T5 5,76 ab 36,53 c 42,30 b 

T6 8,20 ab 41,12 bc 49,30 b 
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Figura 3.4 – Explantes de cana-de-açúcar da variedade RB98710 evidenciando contaminação por 

fungos. 01) Explante em meio sólido 5 dias após a inoculação, 02 e 03) explante em 

meio líquido 5 dias após inoculação. 

 

Nota-se que quanto maior o tempo de exposição inicial ao Kasumin
®
 menores 

foram as taxas de contaminação. O tratamento T5, com maiores tempos de exposição ao 

Kasumin
®
 e hipoclorito de sódio, proporcionou a maior redução nas contaminações por 

fungos e bactérias. Os resultados também mostram que o uso de cloreto de mercúrio não 

demonstrou ser eficiente. Deste modo, o uso deste agente descontaminante é desnecessário, 

pois, além dos cuidados com seu manuseio, o descarte é trabalhoso. 

Entretanto, Sato et al. (2001) trabalhando com segmentos nodais de Celtis sp 

para estabelecimento das culturas in vitro, constataram que tratamentos utilizando 

Benomil
®

 como fungicida sistêmico apresentou maior contaminação por bactérias em 

relação ao meio sem Benomil
®
. Segundo os autores, a ação do Benomil

®
 diminuindo a 

população dos fungos, diminuiria também a competição por nutrientes e espaço, 

permitindo que a população de bactérias aumentasse. Os resultados indicam que o 

problema da contaminação bacteriana em cana-de-açúcar está relacionado, principalmente, 

com micro-organismos endofíticos, que por habitarem tecidos mais internos, estão de certa 

forma protegidos da ação dos agentes assépticos superficiais e não com a competição com 

fungos presentes na superfície do explante corroborando com Camara et al. (2010).  

Uma possibilidade de se reduzir a contaminação por micro-organismos seria a 

utilização de explantes provenientes de ambientes controlados ao invés de se coletar em 

campo. Cruz et al. (2009), enfatizam que quanto mais limpa a origem dos explantes, mais 

fácil será a descontaminação e sugerem o cultivo da planta matriz em condições 

controladas, como câmara incubadora ou em casa de vegetação. O tratamento da planta 
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matriz com fungicida, bactericida ou antibiótico por um período antes da extração de 

explante é outro procedimento que pode ser aplicado para reduzir os índices de 

contaminação.  

 

3.4 CONCLUSÕES 

 

 O tempo de exposição incial dos explantes ao Kasumin
®
 é fator importante 

na descontaminação. Quanto maior este tempo inicial menor a contaminação no final do 

processo, sem causar problemas de fitotoxicidade. 

 Todos os tratamentos reduzem o crescimento de fungos. Porém, nenhum 

tratamento conseguiu controlar a contaminação bacteriana de maneira satisfatória. Novos 

protocolos de descontaminação utilizando material vegetal obtido de telados com 

condições ambientes controladas e pré-tratamentos com fungicida sistêmico e a adição de 

antibióticos no meio de cultura são metodologias que deverão ser testadas no futuro. 
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4 ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE BACTÉRIAS 

ENDOFÍTICAS ASSOCIADAS À CANA-DE-AÇÚCAR 

 

RESUMO 

A contaminação microbiana é um grande problema em cultura de tecidos 

vegetais. Frascos com fungos e/ou bactérias são classificados como contaminados e 

descartados. Entretanto, estes contaminantes não obrigatoriamente causam doenças nem 

provocam a morte dos explantes. Há casos onde o cultivo associado pode se tornar uma 

opção, pois os micro-organismos contaminantes podem produzir diferentes fatores 

responsáveis pela adaptação do vegetal a condições ambientais adversas. Atualmente, 

sabe-se que a cana-de-açúcar está associada diferentes bactérias endofíticas com 

capacidade de fixação de nitrogênio. Entre essas bactérias algumas são de caráter 

endofítico obrigatório. Estudo da interação de bactérias endofíticas em cana-de-açúcar já é 

bastante desenvolvido para variedades utilizadas na região Sudeste do Brasil, mas ainda 

são poucos os estudos para as variedades das regiões Nordeste e principalmente, da Região 

Centro-Oeste. Com o objetivo de melhor estudar os micro-organismos endofíticos, e sua 

relação com a planta hospedeira, promoveu-se o isolamento de bactérias contaminantes de 

explantes de cinco diferentes variedades de cana-de-açúcar preconizadas para Goiás, 

visando a determinação de algumas características morfológicas e fisiológicas como: 

produção de ácido indol acético, solubilização de fosfato e a sensibilidade a antibióticos. 

Os isolados obtidos possuem diversidade para características morfo-tintoriais e 

bioquímicas sendo caracterizados como bastonetes gram-positivos. Todos os isolados 

apresentaram capacidade de produção de fatores de crescimento vegetal como AIA e 

solubilização do fosfato. Após teste de sensibilidade a antimicrobianos, os antibióticos 

Ciprofloxacino e Ceftazidima foram os que apresentaram maior potencial de controle do 

crescimento dos isolados. 

 

Palavras-chave: diversidade bacteriana, caracterização fisiológica, antibióticos. 

 

 

ABSTRACT 

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ENDOPHYTIC BACTERIA 

ASSOCIATED WITH SUGARCANE 

 

Microbial contamination is a major problem in plant tissue culture. Bottles with 

yeast and / or bacteria are classified as contaminated and discarded. However, these 

contaminants do not cause disease mandatorily or even the explants death. There are cases 

where the associated microbial culture can become an option, because the contaminating 

microorganisms may produce different factors responsible for plant adaptation to adverse 
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environmental conditions. Currently, it is known that sugarcane is associated with different 

endophytic bacteria able to fix nitrogen. Studies of the interaction of endophytic bacteria in 

sugarcane is already well developed for varieties used in the Southeast region of Brazil, but 

there are few studies of the varieties used in the Northeast and especially in the the 

Midwest Region. In order to better study the endophytic micro-organisms and their 

relationship with the host plant, promoted the isolation of bacteria in explants of five 

different varieties of sugarcane recommended for the satate of Goiás/Brazil, in order to 

determine some morphological and physiological characteristics as indole acetic acid 

production, phosphate solubilization and sensitivity to antibiotics. The isolates have 

diversity for morphological and biochemical staining and are characterized as gram-

positive bacillus. All isolates were capable of producing growth plant factors such as IAA 

and phosphate solubilization. After antimicrobial susceptibility testing, antibiotics 

Ciprofloxacin and Ceftazidime presented the greatest potential for controlling the growth 

of the isolates. 

 

Keywords: Bacterial diversity, physiological characterization, antibiotics. 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

A cultura da cana-de-açúcar vem ocupando um lugar de destaque na economia 

brasileira, desde a sua implantação na fase de colonização até os dias de hoje. Ocupa uma 

área plantada de 8.567,2 mil hectares, o que significa na safra de 2012 o processamento de 

cerca 602,2 milhões de toneladas de cana-de-açúcar (Conab, 2012). Este papel tende a 

aumentar devido a crescente demanda de etanol para uso como biocombustível. 

Tradicionalmente, os trabalhos de pesquisa com cana-de-açúcar visam o seu 

melhoramento, seja por metodologias clássicas ou atualmente com a utilização de técnicas 

de biologia molecular e também melhorias no manejo cultural. A cultura de tecido vegetal 

é uma entre as diversas metodologias moleculares utilizadas e seu emprego visa a 

multiplicação de material genético, troca e avaliação de germoplasma, produção de mudas 

livres de vírus. Sua aplicação também se estende ao aumento da variabilidade genética, 

mediante a produção de variantes somaclonais e produção de calos, fase essencial para a 

obtenção de plantas transgênicas (Andrade et al., 2002). 

Rotineiramente, ocorre a contaminação microbiana em cultura de tecidos. Este 

fato, em muitos casos, é devido a uma baixa eficiência do processo de limpeza clonal a 

partir da cultura de meristemas o que não garante totalmente a sanidade do material 

trabalhado (Liu, 1989; Torres et al., 1998). Sendo conhecida como um dos mais sérios 

problemas da cultura de tecidos de plantas, especialmente, em espécies tropicais (Kneifel 

& Leonhardt, 1992). 
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Esta contaminação afeta os laboratórios de pesquisa e comerciais de 

micropropagação, uma vez que nestes casos, os frascos são geralmente descartados. 

Entretanto, estes contaminantes na maioria das vezes não provocam a morte dos materiais 

estabelecidos in vitro, diretamente, por causarem doenças nas plantas ou mesmo há casos 

onde o cultivo associado pode se tornar uma boa opção, pois os micro-organismos 

contaminantes podem produzir diferentes fatores responsáveis pela adaptação do vegetal a 

condições ambientais adversas (Costa et al., 2010; Grattapaglia & Machado, 1998). 

Os vegetais normalmente coexistem com os micro-organismos, sendo 

considerados microecossistemas complexos, onde diferentes nichos ecológicos podem ser 

explorados seja por bactérias epifíticas, seja por bactérias endofíticas (Costa et al., 2010, 

Sturz et al., 2000). Rosenbluent & Martinez-Romero (2006) sugerem que as interações 

entre vegetais e micro-organismos são responsáveis por um melhor desempenho e 

desenvolvimento vegetal e consequentemente rendimento de colheita. 

Bactérias endofíticas são aquelas que possuem uma parte do seu ciclo de vida 

no interior dos vegetais, não causando, aparentemente, doenças nos mesmos (Azevedo, 

1998). Estes micro-organismos vem despertando grande interesse, seja pela produção de 

substâncias farmacologicamente ativas e com potencial biotecnológico (taxol, 

Pestalotiopsis microspora), agentes antifúngicos (quercina, Cryptosporiopsis 

criptocandina), além da produção de fatores de crescimento vegetal, toxinas, enzimas, 

podendo ser utilizados também no controle biológico de doenças e pragas (Araújo et al., 

2002; Azevedo 1998; Stierle et al., 1993; Strobel, 2002).  

Bactérias promotoras do crescimento vegetal são caracterizadas por 

promoverem efeitos positivos para a planta. Estes efeitos podem ocorrer por influência 

direta ou indireta. A influência direta ocorre pelo aumento da solubilização e entrada de 

nutriente ou pela produção de reguladores de crescimento vegetal. A influência indireta 

ocorre pela supressão de patógenos, produção de sideróforos ou antibióticos (Asghar et al., 

2002). 

Atualmente, sabe-se que a cana-de-açúcar está associada a diferentes bactérias 

endofíticas com capacidade de fixação de nitrogênio. Entre essas bactérias podemos 

destacar Acetobacter diazotrophicus (Gillis et al., 1989) e Herbaspirillum spp. pelo seu 

caráter endofítico obrigatório (Baldani et al., 1996; Baldani et al., 1997; Gillis et al., 1991). 

Além disso, Rosenbluent & Martinez-Romero (2006) sugerem que estas interações sejam 

uma alternativa para o melhoramento do desenvolvimento vegetal.  
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O estudo da interação de bactérias endofíticas em cana-de-açúcar já é bastante 

desenvolvido para variedades utilizadas na região Sudeste do Brasil (Baldani et al., 2002). 

Porém, poucos são os trabalhos sobre bactérias endofíticas em cana-de-açúcar para 

variedades das regiões Nordeste e, principalmente, da Região Centro-Oeste.  

Este trabalho teve como objetivos o isolamento, caracterização e controle de 

bactérias endofíticas de explantes de cinco diferentes variedades de cana-de-açúcar do 

programa de melhoramento da UFG. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Isolamento das bactérias 

 

Explantes das variedades RB98710, RB034068, RB034130, RB034120 e 

RB034041 que apresentaram contaminação bacteriana após 96 horas de crescimento in 

vitro foram encaminhados ao Laboratório de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia do 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás para o 

isolamento e caracterização dos contaminantes. 

Os contaminantes bacterianos isolados foram inoculados em meio de cultura 

MS (Murashige & Skoog, 1962) contendo sacarose 20 g.L
-1

, mio-inositol 0,1 g.L
-1

, tiamina 

0,1 g.L
-1

, KIN (citocinina) 0,1 mg.L
-1

, BAP (citocinina) 0,2 mg.L
-1

, ácido cítrico 150 mg.L
-

1
, ágar 18 g.L

-1
 , NH4NO3 1,65 g.L

-1
, KNO3 1,9 g.L

-1
, CaCl2.2H2O 0,44 g.L

-1
, 

MgSO4.7H2O 0,37 g.L
-1

, KH2PO4 0,17 g.L
-1

, MnSO4.H2O 16,9 mg.L
-1

, H3BO3 6,2 mg.L
-1

, 

ZnSO4.7H2O 0,83 mg.L
-1

, KI 0,83 mg.L
-1

, Na2MoO4.2H20 0,25 mg.L
-1

, CuSO4.5H2O 

0,025 mg.L
-1

; CoCl2.6H2O 0,025 mg.L
-1

, Solução de FeEDTA: Na2EdTA·2H2O 37,3 

mg.L
-1

, FeSO4.7H2O 27,8 mg.L
-1

, ácido nicotínico 0,005 mg.L
-1

, piridoxina 0,005 mg.L
-1

, 

glicina 2 mg.L
-1

, o pH foi ajustado para 5,75 e incubados em estufa a 30ºC até o 

desenvolvimento de colônias bacterianas características. As colônias crescidas 

isoladamente foram novamente inoculadas no mesmo meio de cultura e reincubadas por 

24-48 h nas mesmas condições descritas anteriormente. Este procedimento foi repetido 

cinco vezes para a obtenção de culturas puras. As bactérias isoladas foram nomeadas 

segundo a origem do explante e preservadas em glicerol (15%) a -20ºC. 

 

4.2.2 Determinação de características fisiológicas e bioquímicas dos isolados 
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4.2.2.1 Caracterização morfo-tintorial 

 

Uma pré-caracterização para as bactérias foi realizada utilizando a reação de 

Ryu (Ryu, 1938, 1940). A reação de Ryu consiste no tratamento de uma suspensão 

bacteriana, crescida por 12-24 h, com uma solução de KOH a 3 mol.L
-1

. As células gram-

negativas sofrem uma lise aumentando a viscosidade do meio, enquanto para as gram-

positivas este fato não ocorre. A confirmação e a caracterização morfológica final foram 

realizadas pela coloração de Gram tradicional. 

 

4.2.2.2 Determinação de características de atividade enzimática pelos isolados endofíticos 

 

Determinação de seis tipos de atividade enzimática: amilolítica, celulolítica, 

esterásica e lipolítica, pectinolítica e proteolítica. Estas enzimas são importantes para a 

determinação das caraterísticas bioquímicas e fisiológicas das bactérias com uma possível 

atividade de promoção do crescimento vegetal. 

Bactérias cresceram em tubos contendo 5,0 mL de caldo BHI e foram  

incubadas em estufa a 30ºC por 24-48 h. Após este tempo, 50 L do caldo foi inoculado 

com o auxílio de um inoculador de Stryer (Figura 4.1). As atividades foram determinadas 

inoculando sobre meios específicos, seguindo ensaios específicos (Hankin et al., 1971; 

Hankin & Anagnostakis 1975; Samantha et al., 1989; Sierra, 1957; Renwick et al., 1991; 

Vieira, 1999).   

 

 

Figura 4.1 Inoculador de Stryer. 01) Inoculador de Stryer em vista frontal, 02) coleta de material 

dos diferentes isolados, 03) inoculação em placa de petri. 
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Determinação da atividade amilolítica. Para a determinação da atividade 

amilolítica foi utilizada a metodologia descrita por Hankin & Anagnostakis (1975). Os 

isolados foram crescidos como no item 4.2.2.2 e inoculados em placas de Petri contendo 

ágar nutriente, suplementado com 0,2% de amido solúvel e o pH ajustado para 6,0. Após a 

incubação a 30ºC por oito dias, as placas foram tratadas com vapor de iodo até a 

visualização de halos claros ao redor das colônias, indicando positividade. 

Determinação da atividade celulolítica. Para determinação da atividade 

celulolítica dos isolados que foram crescidos como no item 4.2.2.2 e inoculados em placas 

de Petri contendo meio de cultura TSA (Trypticase Soy Agar) suplementado com 10 g de 

celulose em pó.L
-1

. As placas foram então incubadas a 30ºC por oito dias. A positividade 

para a produção da enzima foi determinada pelo desenvolvimento de um halo claro ao 

redor das colônias uma vez que a celulose produz uma turbidez no meio de cultivo 

(Samantha et al., 1989). 

Determinação da atividade esterásica ou lipásica. Para determinação da 

atividade esterásica e lipolítica os isolados foram crescidos como no item 4.2.2.2 e 

inoculados em placas de Petri contendo o meio de cultura constituído de (g.L
-1

): 10,0 

bactopeptona; 5,0 NaCl; 0,1 CaCl2H2O e 18,0 ágar, pH 7.4 suplementado com 1% de 

Tween 20 (atividade esterásica) ou de Tween 80 (atividade lipásica). As placas foram 

então incubadas a 30ºC por oito dias. A positividade para a produção das enzimas foi 

determinada pelo desenvolvimento de um halo claro ao redor das colônias (Sierra, 1957).  

Determinação da atividade pectinolítica. Para determinação da atividade 

pectinolítica dos isolados que foram crescidos como no item 4.2.2.2 e inoculados em 

placas de Petri contendo o meio de cultivo constituído de (g.L
-1

): Solução A: 4,0 KH2PO4; 

6,0 Na2HPO4; 200,0 mL de H2O. Solução B: 5,0 pectina; 200 mL de H2O e Solução C: 2,0 

(NH4)2SO4; 0,01 FeSO4 7.H2O; 0,2 MgSO4 . 7H2O; 0,001 CaCl2; 1,0 extrato de levedura; 

15,0 Ágar 600 mL de H2O; pH 7,4. As soluções foram autoclavadas separadamente, em 

seguida, misturadas e vertidas em placas de Petri. Os isolados foram inoculados nas placas 

e posteriormente incubados a 30ºC por oito dias. A positividade para a produção da enzima 

foi determinada pelo desenvolvimento de um halo claro ao redor das colônias após serem 

incubadas por uma hora a temperatura ambiente, com uma solução de brometo de 

hexadeciltrimetil amônio (CTAB) a 1% (v/v) e posterior lavagem com água destilada 

esterilizada (Hankin et al., 1971). 
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Determinação da atividade proteolítica. Para determinação da atividade 

proteolítica, os isolados foram crescidos como no item 4.2.2.2 e inoculados em placas de 

Petri contendo meio de cultura Agar Nutriente suplementado com leite comercial 

desnatado 1% (v/v). As placas foram incubadas a 30ºC por oito dias. A positividade para a 

produção da enzima foi determinada pelo desenvolvimento de um halo claro ao redor das 

colônias após exposição das placas de Petri a uma solução de ácido acético a 5% (Vieira, 

1999). 

 

4.2.3 Produção de fatores de crescimento vegetal 

 

Foi determinada a capacidade de solubilização de fosfato e de produção de 

ácido indol acético (AIA) como fatores de crescimento pelos isolados. 

 

4.2.3.1 Teste para solubilização de fosfato 

 

Para determinação da solubilização de fosfato pelos isolados promoveu-se o 

crescimento como no item 4.2.2.2 e inoculados em placas de Petri contendo o meio de 

cultivo constituído de TSA (Trypticase Soy Agar) com 1/10 da força, pH 7.0, onde se 

formou um precipitado de CaHPO4. O precipitado de CaHPO4 é resultante da reação de 50 

mL da solução de K2HPO4 0,57 M e de 100 mL de uma solução de CaCl2 0,9 M 

adicionados a 850 mL de TSA a 1/10. As placas foram incubadas a 30°C por oito dias. A 

positividade para a solubilização do fosfato foi determinada pelo desenvolvimento de um 

halo claro ao redor das colônias (Katznelson & Bose, 1959). 

 

4.2.3.2 Teste para produção de ácido indol-acético (AIA) 

 

Para determinação de ácido indol-acético os isolados foram crescidos como no 

item 4.2.2.2. Após o crescimento, 10 L dos crescimentos foram inoculados em tubos de 

cultivo contendo 5,0 mL do meio de cultivo TSB (Caldo tripticaseína de soja) com 1/10 da 

força suplementado e não suplementado com 5 mM de L-triptofano. Os tubos foram 

incubados na ausência de luz, sob agitação a 130 rpm, 30C por 24 horas. Após este tempo, 

500L do reagente de Salkowski (1,0 mL da solução de FeCl3 . 6H2O 0,5 mol/L em 50,0 

mL de HClO4 34%) foram adicionados aos tubos e em sequencia incubados por 30 min. a 
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30C na ausência de luz. O resultado positivo foi caracterizado pela formação de uma 

coloração rósea nos tubos suplementados com L-triptofano (Bric et al., 1991). 

 

4.2.4 Teste de sensibilidade a antimicrobianos 

 

Para a determinação da sensibilidade dos isolados frente a diferentes 

antimicrobianos foi utilizado a metodologia de difusão em ágar de Kirby & Bauer (Bauer 

et al., 1966). Os isolados foram crescidos em meio TSA a 30ºC por 24 h. Após este 

período, os isolados tiveram sua concentração ajustado para metade da turbidez do tubo 

Nº1 da escala de McFarland e então inoculado com o auxilio de “swab” sobre placas de 

Petri contendo meio ágar Müller-Hinton. Sobre estas placas inoculadas, foram dispostos 

discos contendo seguintes antibióticos: Norfloxacino (10 g), Penicilina G (10 UI), 

Cefoxitina (30 g), Teicoplanina (30 g), Eritromicina (15 g), Ácido Nalidíxico (30 g), 

Ampicilina (10 g), Clindamicina (2 g), Tobramicina (10 g), Ampicilina/Sulbactan 

(10/10 g), Ciprofloxacino (5 g), Aztreonam (30 g), Ceftriaxona (30 g), Vancomicina 

(30 g), Cefepima (30 g), Claritromicina (15 g) e Ceftazidima (30 g). As placas foram 

incubadas a 30ºC por 24 h. O desenvolvimento de zonas de inibição de crescimento ao 

redor dos discos foram medidas e comparadas com uma tabela de sensibilidade padrão. Os 

resultados foram expressos como micro-organismo sensível ou resistente. 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Isolamento e identificação preliminar 

 

Colônias foram visíveis no meio de cultura para crescimento vegetal três a sete 

dias após a inoculação do explante. A utilização deste meio visou reduzir a perda de 

bactérias endofíticas quando isoladas. Esta perda pode ser caracterizada pelo não 

crescimento bacteriano em inoculações posteriores (Carrim et al., 2006; Polesi, 2010). O 

tempo de incubação foi suficiente para o crescimento bacteriano uma vez que alguns 

isolados possuíam um crescimento lento. Fenômeno semelhante também foi observado por 

Reed et al. (1998). As colônias possuíam uma coloração que variou de branco a amarelado. 
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A afinidade tintorial aos corantes de Gram das bactérias isoladas dos explantes 

de cana-de-açúcar pode ser observada na Tabela 4.1 e Figura 4.2. Na Tabela 4.1 observa-se 

o padrão de morfologia, coloração de Gram e reação de Ryu para os isolados. Pode-se 

observar que os isolados possuem a morfologia de bacilos e apresentam como gram-

positivos.  

 

Tabela 4.1 Características morfológicas, tintoriais e identificação dos isolados bacterianos 

de cultura de tecido de cinco variedades de cana-de-açúcar.  

 

Os resultados para atividade de diferentes enzimas podem ser visualizados na 

Tabela 4.2. Estes resultados, preliminares para a identificação dos isolados e a analise da 

Tabela 4.1 e Figura 4.2 permitem agrupar os isolados nos seguintes grupos: isolados 02, 

05, 06, 08A, 12A e 12B como únicos. Os isolados 7 com 8B, 4 com 13 e os isolados 9, 

11A, e 11B. Indicando uma diversidade de isolados com a presença de pelo menos oito 

espécies bacterianas. 

Trabalhos de isolamento de bactérias endofíticas de cana-de-açúcar têm sido 

realizados em diferentes laboratórios no Brasil (Goldstein, 1986; Oliveira et al., 2002; 

Baldani & Baldani, 2005; Mendes, 2008). Nestes trabalhos foram observadas bactérias 

principalmente dos gêneros Azospirillum, Gluconoacetobacter, Herbaspirillum, 

Burkolderia, Pseudonomas, Rhizobium, Erwinia, Agrobacterium e alguns Bacillus. Com 

exceção dos Bacillus gram-positivos, todas as demais bactérias são gram-negativas. Neste 

ISOLADOS 
Explante de 

Origem 

Reação de 

Ryu 
Morfologia 

Coloração de 

Gram 

02 RB-034130 + Bastonete + 

04 RB-034068 + Bastonete + 

05 RB-034120 + Bastonete + 

06 RB-034041 + Bastonete + 

07 RB-034041 + Bastonete + 

08A RB-98710 + Bastonete + 

08B RB-98710 + Bastonete + 

09 RB-98710 + Bastonete + 

11A RB-98710 + Bastonete + 

11B RB-98710 + Bastonete + 

12A RB-98710 + Bastonete + 

12B RB-98710 + Bastonete + 

13 RB-98710 + Bastonete + 
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trabalho observamos uma predominância de bactérias gram-positivas. Sugerindo que estes 

isolados sejam de novos gêneros e/ou espécies. 

 

Tabela 4.2 Atividades enzimáticas dos isolados bacterianos de cultura de tecido de cinco 

variedades de cana-de-açúcar 
 

ISOLA-

DOS 

ATIVIDADES ENZIMÁTICAS
1
 

PROTEASE CELULASE AMILASE PECTINASE 
TWEEN 

20 

TWEEN 

80 

02 - - + - + - 
04 + - - - + + 
05 + - + - + + 
06 - - + - + - 
07 + - - - + + 

08A + - - - + + 
08B + - + - - - 
09 + - + - + + 

11A - - + - + + 
11B + - + - - - 
12A - - - - + + 
12B + - + - - - 
13 + - - - + + 

1
 Média de 3 repetições. 

 

4.3.2 Produção de fatores de crescimento vegetal 

 

Os resultados para a produção de ácido indolacético (AIA) indicam que todos 

os isolados testados demonstraram capacidade de produção de AIA, conforme ilustrado na 

Figura 4.3 e registrado na Tabela 4.3. A produção de AIA em bactérias ocorre por varias 

vias de síntese metabólica, porém, a adição de L-Triptofano ao meio de cultivo promove o 

aumento desta síntese (Kuss et al., 2007). Zakharova et al. (1999) e Halda-Alija (2003) 

observaram em seus experimentos que alguns espécimes bacterianos diazotróficos eram 

capazes de produzir AIA na ausência de L-Triptofano. Kuss et al. (2007) observaram que 

90% dos isolados de Azospirillum por eles testados produziam AIA por uma rota diferente 

da de L-Triptofano. Este fato não ocorreu com os isolados aqui analisados. Na Figura 4.3 

podemos observar que a produção de AIA ocorreu somente no meio de cultivo contendo L-

Triptofano, sugerindo uma dependência deste. 
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Figura 4.2 Microfotografia evidenciado a afinidade tintorial aos corantes de Gram de treze 

isolados de explantes de cinco variedades de cana-de-açúcar.  Aumento de 1.000X. 
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Figura 4.3 Determinação da produção de AIA por isolados de bactérias endofíticas de cana-de-

açúcar em meio de cultura com e sem L-Triptofano. I - Isolado 08A com L-Triptofano, 

II - Isolado 08A sem L-Triptofano, III - Isolado 05 com L-Triptofano, IV - Isolado 05 

sem L-Triptofano, V - Isolado 06 com L-Triptofano, VI - Isolado 06 sem L-Triptofano, 

VII - Isolado 07 com L-Triptofano, VIII - Isolado 07 sem L-Triptofano.   A coloração 

rósea nos tubos indica capacidade produtora de AIA. 

 

A produção de auxinas é um mecanismo de promoção de crescimento de 

vegetais, sendo as auxinas hormônios capazes de regular o crescimento, aumentando o 

desenvolvimento radicular e melhorando a absorção de nutrientes. A auxina é um 

fitormônio produzido nas plantas, mas também é produzido por algumas espécies 

bacterianas conforme relata Dobbelaere et al., (2003). 

O teste utilizado para a determinação da solubilização de fosfato inorgânico 

pelas bactérias mostrou-se adequado, pois permitiu a visualização de um halo translúcido 

ao redor das colônias positivas (Figura 4.4). Observou-se que todos os isolados testados 

possuem a capacidade de solubilizar fosfato (Tabela 4.3). 

Diferentes autores já identificaram e descreveram bactérias endofíticas com 

capacidade de solubilização de fosfato para diferentes vegetais (Verna et al., 2001; 

Kuklinsky-Sobral et al., 2004). 

O fosfato é considerado um nutriente limitador ao crescimento vegetal, a sua 

disponibilidade permite o desenvolvimento do sistema radicular e aéreo dos vegetais, 

evitando a atrofia dos caules e folhas. Mesmo estando presente nos solos, pode apresentar 

deficiência na sua forma disponível para os vegetais (Grant et al., 2001; Gyaneswar et al., 

2002). 
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Tabela 4.3 Atividade de Produção de fatores de crescimento dos isolados bacterianos de 

cultura de tecido de cana-de-açúcar 

Isolados 
Produção de Fatores de Crescimento

1
 

AIA
2
 Solubilização de Fosfato 

2 + + 

4 + + 

5 + + 

6 + + 

7 + + 

8A + + 

8B + + 

9 + + 

11A + + 

11B + + 

12A + + 

12B + + 

13 + + 

 
1
. Média de tres repetições.  

2
 Ácido Indol-acético 

 

Micro-organismos como Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, 

Agrobacterium, Erwinia, Bacillus, etc tem sido estudados como uma medida visando 

aumentar a solubilização de fosfato de rochas ou das formas não disponíveis aos vegetais 

(Goldstein 1986; Gyaneswar et al., 2002; Luvizotto, 2008).  
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Figura 4.4 Resultado de teste de solubilização de fosfato em bactérias endofíticas de cana-de-

açúcar. I- Isolado 02, II- Isolado 04, III- Isolado 05, IV- Isolado 06, V- Isolado 07, 

VI- Isolado 8A, VII- Isolado 8B. Os halos claros ao redor das colônias indicam 

capacidade de solubilização. 
 

A solubilização se dá pela produção de ácidos orgânicos e inorgânicos e/ou 

diminuição do pH. Este fato aumenta a perspectiva da utilização de fertilizantes que 

possuem baixa concentração de fosfato solúvel (Vassilev & Vassileva, 2003). A 

solubilização pode se dar pelo uso de inoculantes de micro-organismos solubilizadores ou 

mesmo seu manejo (Goldstein, 1986; Gyaneswar et al., 2002; Luvizotto, 2008). 

 

4.3.3 Teste de sensibilidade a antimicrobianos 

 

Dos dezessete antibióticos testados somente Ciprofloxacino e Ceftazidima 

foram ativos frente a todos os isolados bacterianos (Tabela 4.4). Este é o primeiro trabalho 

a relatar o emprego destes dois antibióticos frente a bactérias endofíticas de cana-de-açúcar 

(Figura 4.5).  

 



61 

 

 
 

Figura 4.5 Teste para determinação da sensibilidade de isolados endofíticos de cana-de-açúcar, 

após 24h de incubação a 30ºC. O diâmetro da zona de inibição de crescimento ao 

redor dos discos é indicativo de sensibilidade. ASB - Ampicilina/Sulbactan 

(10/10g); CIP - Ciprofloxacino (5g); ATM - Aztreonam (30g); COR - 

Ceftriaxona (30g); VAN - Vancomicina (30g); CLA - Claritromicina (15g); 

CAZ - Ceftazidima (30g) e CPM - Cefepima (30g). 

 

Os dois antibióticos que demonstraram atividade in vitro são um primeiro 

caminho na determinação de um controle inicial para os contaminantes de cana-de-açúcar 

em variedades preconizadas para a região de Cerrado goiano, porem Sherwinski-Pereira & 

Costa (2010) alertam que a descontaminação pode não ser total uma vez que o tecido 

vegetal pode interferir nos resultados. 

Reed et al. (1988) testando diferentes antibióticos em bactérias contaminantes 

de cultivo celular de avelã, observaram que um único antibiótico não foi eficiente para a 

eliminação intravegetal dos contaminantes. A combinação de Estreptomicina com 

Timentin ou Gentamicina foi eficiente.  
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Tabela 4.4  Antibiograma dos isolados bacterianos de cultura de tecido de cana-de-açúcar 

ISOLA-

DOS 

ANTIBIÓTICOS 

NOR PEN CFO TEC ERI NAL AMP CLI TOB ASB CIP ATM COR VAN CPM CLA CAZ 

02 S R S R R S S R S R S S S R S R S 

04 S R R R R S R R S S S S S R S S S 

05 S R S R R R R R S R S R R R R R S 

06 S R R R R S S R S S S S S R R S S 

07 R R R R R R R R R R S R R R R R S 

08A R R R R R S R R R R S S R R S R S 

08B S S S S S S S S S S S R S S S S S 

09 S R R R R S S R S S S S S R R S S 

11A S R R R R S R R S S S S S R R S S 

11B S S S S S S S S S S S R S S S S S 

12A S R R R R S S R S S S S S R R S S 

12B S S S S S S S S S S S R S S S S S 

13 S R R R R S R R S S S S S R S S S 

R – Resistente; S – Sensível; NOR - Norfloxacino (10g); PEN - Penicilina G (10UI); CFO - Cefoxitina (30g); TEC - Teicoplanina (30g); ERI - 

Eritromicina (15g); NAL - Ác. Nalidíxico (30g); AMP - Ampicilina (10g); CLI - Clindamicina (2g); TOB - Tobramicina (10g); ASB - 

Ampicilina/Sulbactan (10/10g); CIP - Ciprofloxacino (5g); ATM - Aztreonam (30g); COR - Ceftriaxona (30g); VAN - Vancomicina (30g); 

CPM - Cefepima (30g); CLA - Claritromicina (15g); CAZ - Ceftazidima (30g). 
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4.4 CONCLUSÕES 

 

 Os isolados obtidos dos diferentes explantes possuem diversidade quanto as 

características morfo-tintoriais como bioquímicas (produção de enzimas) sendo 

todos caracterizados como bastonetes gram-positivos; 

 Todos os isolados apresentam capacidade de produção de fatores de crescimento 

vegetal (AIA e solubilização do fosfato); 

 Os antibióticos Ciprofloxacino e Ceftazidima apresentam potencial para a 

utilização no controle do crescimento de bactérias na fase inicial de cultura de 

tecido em cana-de-açúcar. 
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5 MICROPROPAGAÇÃO DE CULTIVARES DE CANA-DE-AÇÚCAR 

A PARTIR DO CULTIVO DE ÁPICES CAULINARES IN VITRO 

 

RESUMO 

O uso de técnicas de cultura de tecidos, como a micropropagação, tornou-se o 

meio mais eficiente para a produção de mudas de variedades de cana-de-açúcar sadias, em 

larga escala e em tempo reduzido, acelerando o processo de melhoramento e 

comercialização. Estudos foram realizados para avaliar o efeito de reguladores de 

crescimento na multiplicação in vitro de culturas de ápices caulinares e seu enraizamento 

em três variedades de cana: RB98710, RB034041 e RB034130. Ápices caulinares com 

aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram usados como fonte de explantes. Os 

explantes foram excisados, cuidadosamente esterilizados e inoculados em meio MS 

(Murashige & Skoog, 1962) líquido contendo BAP, KIN, ANA e GA3 em diferentes 

combinações e concentrações. Os resultados mostraram que o meio MS com 0,2 mg.L
-1

 de 

BAP e 0,1 mg.L
-1

 de KIN, suplementado ou não com 0,1 mg.L
-1

 de ANA e 0,1  mg.L
-1

  de 

GA3, são os mais apropriados para a maior produção de brotos nas variedades RB98710 e 

RB034130 e RB034041. Entretanto, a melhor taxa de multiplicação foi observada em meio 

MS suplementado apenas com 0,2 mg.L
-1

 de BAP para a variedade RB034041. Os 

melhores resultados de enraizamento das plântulas para todas as três variedades foram 

obtidos em meio MS com metade da concentração de macronutrientes, contendo 0,6% de 

ágar, 6% de sacarose, 5,0 mg.L
-1

 de NAA e 0,2% de carvão ativado. As plântulas foram 

aclimatizadas e a capacidade de sobrevivência sob condições ex vitro foi de 90%, três 

semanas após a transferência para a casa de vegetação. 

 

Palavras-chave: reguladores de crescimento, cultura de tecidos, meristemas 

 

 

ABSTRACT 

MICROPROPAGATION OF SUGARCANE VARIETIES FROM IN VITRO 

SHOOT TIP CULTURE  

 

The use of tissue culture techniques, such as micropropagation, has become the 

most efficient way to produce seedlings of sugarcane varieties healthy, in large scale and in 

less time, speeding up the process of improving and marketing. Studies were carried out to 

study the effect of growth regulators on in vitro multiplication of shoot cultures and their 

rooting in three sugarcane varieties i.e., RB98710, RB034041 and RB034130. Shoot tip 

explants with about 1.5 cm long were used as explant source. The explants were excised, 

carefully sterilized and inoculated on liquid MS (Murashige & Skoog, 1962) medium 
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containing BAP, KIN, NAA and GA3 in various combinations and concentrations. The 

results showed that MS medium with 0,2 mg.L
-1

 BAP and 0,1 mg/L KIN, supplemented or 

not with 0,1 mg.L
-1

 NAA and 0,1 mg/L GA3, were most suitable for producing optimum 

number of shoots in RB98710, RB034130 and RB034041varieties. However, optimum 

multiplication was observed on MS medium supplemented only with 0,2 mg.L
-1

 BAP for 

variety RB034041. Best rooting of the plantlets for all three varieties was obtained on half 

strength MS medium containing 0,6% agar, 6% sucrose, 5.0 mg.L
-1

 NAA and 0,2% of 

activated charcoal. The sugarcane plantlets were acclimatized in greenhouse and the 

survivability under ex vitro condition was up to 80% three weeks after transferring them. 

 

Keywords: growth regulators, tissue culture, meristems 

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

Comercialmente, a cana é propagada a partir de colmos com cada colmo 

contendo duas a três gemas. Após o lançamento de uma nova variedade no mercado, um 

gargalo tecnológico importante é a propagação da nova variedade em larga escala. O 

tempo necessário e a continua contaminação por doenças sistêmicas são graves problemas 

encontrados por produtores no momento de multiplicar um genótipo elite de cana no 

campo (Nand & Singh, 1994). 

Variedades comerciais modernas são obtidas através de programas de seleção e 

melhoramento durante um período de tempo que pode variar entre 8-10 anos (Cesnik & 

Mioque, 2004). Durante os últimos trinta anos, a micropropagação e outras técnicas in 

vitro têm se tornado mais amplamente utilizadas na horticultura comercial e na agricultura 

para a propagação em massa de plantas cultivadas (Das et al., 1996; Cruz et al., 2009). No 

melhoramento de cana-de-açúcar, técnicas de cultura de tecidos têm sido amplamente 

utilizadas para a micropropagação em grande escala e podem efetivamente reduzir o 

período de tempo entre as fases de seleção e a liberação comercial de novas variedades 

(Lorenzo et al., 2001; Taylor, 1997).  

A micropropagação é, atualmente, o meio mais eficiente e rápido de produção 

em larga escala de variedades de cana-de-açúcar livres de doença a fim de acelerar o 

processo de melhoramento e comercialização (Lee, 1987; Taylor & Dukie, 1993; 

Feldmenn et al., 1994; Lorenzo et al., 2001; Kievitsbosch, 2011). Em contraste com o 

método convencional, onde uma gema produz 4-5 brotos, a utilização de técnicas de 

cultura de tecidos, em estimativas conservadoras, pode produzir cerca de 10.000 plantas 

idênticas a partir de uma única gema em cerca de 3-4 meses (Lee, 1987).  
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A micropropagação também pode ser usada para a limpeza clonal de 

variedades de importância comercial. Na literatura, há inúmeros trabalhos descrevendo 

diferentes protocolos para a regeneração de plantas de cana por meio de cultura de calos, 

ápices caulinares, gemas laterais, meristemas (Hendre et al.; 1975; Hendre et al.; 1983; Lee 

1986, 1987; Comstock, 1988; Feldman et al., 1989; Srinivasan & Sreenivasan, 1992; Hu & 

Wang 1983; Lal and Singh, 1994; Gosal et al., 1998; Sood et al., 1999; Jadhav et al., 2001; 

Baksha et al., 2002). 

Um dos grandes obstáculos para a micropropagação é a interação 

genótipo/ambiente in vitro (considerando o ambiente in vitro o tipo de meio de cultura, 

concentrações de reguladores de crescimento, tipo de frasco, iluminação, temperatura, etc.) 

e o enraizamento das plântulas formadas no laboratório. A cana é uma cultura altamente 

heterozigota, poliplóide e aneuplóide (Jannoo et al., 1999) e, como consequência, a grande 

influência do tipo de explante e do genótipo sobre o crescimento de cana-de-açúcar em 

condições in vitro (Mulleegadoo e Dookun, 1999). A taxa de multiplicação de novos 

brotos in vitro a partir de ápices caulinares, por exemplo, varia muito na maioria das 

variedades de cana (Siddiqui et al., 1994). Embora avanços consideráveis em sistemas de 

cultura de tecidos para a micropropagação tenham ocorrido como o desenvolvimento de 

biorreatores e o surgimento de lâmpadas LED (Light Emitting Diode), o estabelecimento 

do melhor protocolo de micropropagação ainda é algo que deve ser ajustado dependendo 

da variedade de cana selecionada.  

No presente estudo, foram testadas diferentes concentrações e combinações de 

reguladores de crescimento para o estabelecimento de protocolos de micropropagação para 

três variedades de cana: RB98710, RB034041 e RB4130, que ajudarão a lidar com a 

crescente demanda por produção de cana em larga escala disponibilizando uma tecnologia 

economicamente viável e tecnicamente possível. 

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Cultura de Tecidos 

Vegetais (LCTV) do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) e nas casas de vegetação do 

ICB e da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de 

Goiás em Goiânia, Brasil.  
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5.2.1 Material vegetal 

 

A variedade RB98710 e os clones experimentais RB034041 e RB034130 

utilizadas neste estudo, foram selecionadas, por pertencerem ao programa de 

melhoramento de cana-de-açúcar da UFG/RIDESA e apresentarem possibilidade de vir a 

compor o rol de variedades com potencial de lançamento para o estado de Goiás. Os 

materiais vegetais são provenientes do jardim clonal mantido pelo programa na Escola de 

Agronomia e Engenharia de Alimentos da UFG, Goiânia, GO. 

 

5.2.2 Descontaminação 

 

Ápices caulinares provenientes do jardim clonal da EAEA/UFG foram 

submersos em solução de Kasumin
®

 (3 mL.L
-1

) por 12 horas para desinfestação. A seguir 

foram transportados para estufa e plantados em sementeiras contendo areia lavada e 

esterilizada. Assim que os brotos atingiram 30 cm de altura, foram coletados para a retirada 

do ápice caulinar. Após a retirada dos limbos foliares, os palmitos com cerca de 6 a 8 cm 

foram mergulhadas em solução de hipoclorito de sódio 50% (cloro ativo a 1,25%) por 15 

minutos e lavados três vezes com água estéril para a remoção do cloro. Na sequência foram 

mergulhados em solução de Kasumin
®
 4 mL.L

-1
 por 2h, lavados três vezes com água 

estéril e novamente tratados em solução de hipoclorito de sódio 50% (cloro ativo a 1,25%) 

por 15 min. Após tríplice lavagem com água estéril, e em câmara de fluxo laminar, os 

ápices caulinares foram esterilizados superficialmente em etanol 70%, (v/v) durante 1 

minuto e na sequência em solução de hipoclorito de sódio 25% (cloro ativo a 0,625%) 

durante 15 minutos e a seguir foram lavados três vezes com água estéril antes da 

inoculação.  

 

5.2.3 Experimento de multiplicação 

 

Após a descontaminação os explantes foram inoculados em tubos de ensaio 

devidamente etiquetados, contendo meio de cultura estéril. O meio de cultura comum a 

todos os tratamentos foi o meio MS (Murashige & Skoog, 1962) líquido modificado, 

contendo ácido cítrico (150 mg.L
-1

), tiamina (1,0 mg.L
-1

), inositol (100 mg.L
-1

), e 

antibiótico clavulin
®
  (0,5 g.L

-1
), sacarose (20 g.L

-1
). Este meio básico foi suplementado 
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com diferentes combinações e concentrações de reguladores de crescimento estabelecendo 

seis tratamentos descritos na Tabela 5.1.. O pH de todos os tratamentos foi ajustado para 

5,8 e autoclavados a 120ºC a 1 atm, por 20 minutos. Após a inoculação os tratamentos 

permaneceram em câmara de crescimento sob fotoperíodo de 16 horas e temperatura de 25 

± 1ºC. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 12 repetições, em 

que cada parcela consistiu de um frasco com 10 ml de meio e 1 explante. A avaliação do 

número de brotos, tamanho do maior broto e a presença de raízes foi realizada ao final de 

30 dias.  

 

Tabela 5.1. Diferentes combinações de KIN, BAP, ANA E GA3 em teste de brotação em 

três cultivares de cana-de-açúcar. 
 

Tratamentos 
KIN BAP ANA GA3 

mg/L 

T1 0,10 ------- ------- ------- 

T2 ------- 0,20 ------- ------- 

T3 0,10 0,20 ------- ------- 

T4 0,10 0,20 0,10 -------- 

T5 0,10 0,20 ------- 0,10 

T6 0,10 0,20 0,10 0,10 

 

5.2.4 Experimento de enraizamento 

 

Plântulas obtidas in vitro, com 4 a 5 cm de altura, foram inoculadas em meios 

de enraizamento. Cinco tratamentos foram testados utilizando o meio MS modificado 

utilizado no experimento de multiplicação, porém, com metade da concentração de 

macronutrientes (Tabela 5.2). O pH de todos os tratamentos foi ajustado para 5,8 e 

autoclavados a 120ºC a 1 atm, por 20 minutos. Após a inoculação os tratamentos 

permaneceram em câmara de crescimento sob fotoperíodo de 16 horas e temperatura de 25 

± 1ºC. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 12 repetições, em 

que cada parcela consistiu de um frasco com 20 ml de meio e 1 explante. A avaliação da 

presença de raízes, do tamanho da maior raiz, do número de brotos e do tamanho da 

plântula foi feita ao final de 30 dias.  
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Tabela 5.2. Diferentes combinações de meio líquido, sólido, ANA e carvão ativado em 

enraizamento de brotos em três cultivares de cana-de-açúcar. 
 

Tratamentos 
MS 50% + 6% 

sacarose 
ANA Carvão ativado 

T1 Líquido --------- --------- 

T2 Sólido --------- --------- 

T3 Líquido 5 mg/L --------- 

T4 Sólido 5 mg/L --------- 

T5 Sólido 5 mg/L 0,2% 

 

5.2.5 Análise estatística 

 

A normalidade dos dados obtidos para os tratamentos foi testada pelo teste de 

Lilliefors. Os tratamentos foram comparados por análise de variância ANOVA, seguido 

por teste Tukey quando paramétricos ou por análise de variância pelo teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes de comparações múltiplas (Teste de 

Student-Newman-Keuls ou de Dunn) na ausência de normalidade ou homogeneidade de 

variâncias. Todos os testes foram realizados ao nível de significância de 5%. As análises 

estatísticas foram conduzidas com auxílio dos softwares Biostat
®
 5.0 (Ayres et al., 2007). 

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1 Experimentos de multiplicação 

 

5.3.1.1 Número de brotos 

 

O número médio de perfilhos por explante variou de 4,41 a 15,33, aos 42 dias 

de repicagem. O maior valor observado foi de 15,33 perfilhos para a variedade RB034130 

em T2, enquanto o menor valor foi observado para a variedade RB98710 em T1. Para o 

estímulo de novas brotações a interação entre KIN e BAP demonstrou ser eficiente para as 

três variedades testadas (Figura 5.1). Os tratamentos contendo estes dois reguladores de 

crescimento sempre estiveram entre as maiores médias e sem diferenças significativas 
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entre si. Quando isoladas, as duas citocininas não apresentaram bons resultados, 

excetuando-se o tratamento T2 com a variedade RB034130 (Tabela 5.3). 

 

 

Figura 5.1 - Teste de brotação com ápices caulinares da variedade RB034130 em meio MS 

líquido. 01) Cana recém-inoculada; 02) brotação após 14 dias; 03)  brotação após 28 dias; 04)  

brotação após 42 dias. 

 

Porém, maiores concentrações de auxinas podem inibir as brotações e 

favorecer o enraizamento ou a formação de calo (Grattapaglia & Machado, 1998; Santos et 

al. 2003; Souza & Junghans, 2006). 

O tipo e a concentração de reguladores de crescimento são fatores 

determinantes no padrão de desenvolvimento no cultivo in vitro (Hartmann et al. 2002).  

As citocininas são responsáveis pela quebra de dormência apical e indução de proliferação 

de gemas axilares em explantes cultivadas in vitro. A reação de um tecido in vitro depende 

do balanço entre auxinas e citocininas. (Hartmann et al. 2002). 

Resultados indicando tratamentos com a interação entre KIN e BAP foram 

relatados por Khan et al. (2009) e Hendre et al. (1983) na indução de multiplicação de 

brotos a partir de ápices caulinares de cana. Os autores também observaram diferenças na 

resposta das variedades testadas sendo as melhores concentrações de BAP variando entre 

0,5-1,5 mg.L
-1

 com KIN 0,1-0,5 mg.L
-1

. Gosal et al. (1998) obtiveram rápida multiplicação 

de brotos em meio MS líquido suplementado com citocininas KIN (0,5 mg.L
-1

) e BAP (0,5 

mg.L
-1

) com 20 brotos por planta. 

 



75 

 

 

Neste trabalho, o efeito de interação entre as variedades e as diferentes 

combinações de hormônios para o número de perfilhos não foi significativa (p> 0,05) 

(Tabela 5.3). Embora Geetha et al. (2000) obtiveram altas taxas de multiplicação em cana 

de açúcar em meio MS suplementado com apenas 1 mg.L
-1

 de BAP. Patel et al. (2001) 

obteve os melhores resultados com MS suplementado com 1,5 mg.L
-1

 KIN. Da mesma 

forma, Mamun et al. (2004) utilizaram BAP a 1.5 mg.L
-1

 para obter maiores percentagem 

de proliferação de brotos.  

Wongkaew & Fletcher (2004) relataram a multiplicação de brotos em cana 

utilizando 0,5 mg.L
-1

 de BAP, juntamente com 0,5 mg.L
-1

 de ANA e 15% água de coco 

(v/v). A citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) é a mais utilizada, induzindo a formação de 

grande número de brotos e alta taxa de multiplicação (Grattapaglia & Machado, 1998). No 

entanto, o ácido naftaleno acético (ANA) e o ácido indolbutírico (AIB) são as auxinas 

comumente utilizadas no meio de multiplicação de muitas espécies. Embora nem sempre 

Tabela 5.3. Efeito de diferentes combinações de KIN, BAP, ANA E GA3 em teste de 

brotação em três cultivares de cana-de-açúcar. 

Cultivares RB 98.710 RB 03.4130 RB 03.4041 

Número de brotos. 

T1 4,4167   b 8,3333 ab 6,9167 ns 
T2 7,8333 ab 15,3333 a 7,6364 ns 
T3 9,8333 a 13,2500 ab 7,4167 ns 
T4 10,7500 a 6,7500   b 9,5000 ns 
T5 10,4167 a 15,0909 a 11,4167 ns 
T6 9,9167 a 12,1667 ab 9,3333 ns 

Tamanho do maior broto. 

T1 108,8889 a 59,0833   b 97,0000 ns 

T2 51,4167   b 65,3333 ab 75,8000 ns 

T3 94,4167 a 73,5455 ab 72,6000 ns 

T4 79,5833 ab 84,9167 a 108,9167 ns 

T5 82,3333 a 61,1000 ab 95,5000 ns 

T6 78,0000 ab 72,0000 ab 105,4167 ns 

Presença de raízes. 

T1 1,0000 ns 1,0000 a 1,0000 a 

T2 0,7500 ns 0,2500   b 0,2727   b 

T3 0,9167 ns 0,1667   b 0,0833   b 

T4 0,8333 ns 0,4167 ab 0,5000 ab 

T5 0,8333 ns 0,1818   b 0,3333 ab 

T6 0,8333 ns 0,1667   b 0,2500   b 

T1 = 0,1 mg/L KIN, T2 = 0,2 mg/L BAP, T3 = 0,1 mg/L KIN, + 0,2 mg/L BAP, T4 = 0,1 

mg/L KIN, + 0,2 mg/L BAP + 0,1 mg/L ANA, T5 = 0,1 mg/L KIN, + 0,2 mg/L BAP + 0,1 

mg/L GA3, T6 = 0,1 mg/L KIN, + 0,2 mg/L BAP + 0,1 mg/L ANA, + 0,1 mg/L GA3. 
 
Médias 

seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey no nível de 5%. 
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sejam necessárias no meio de multiplicação, as auxinas são utilizadas no intuito de 

estimular o crescimento das partes aéreas (Leite, 1992; Huang et al. 1994; Campos & Pais, 

1996). 

Embora sem diferenças significativas com os outros melhores tratamentos para 

número de brotos para a variedade RB034041, aparentemente, a ação de GA3 foi 

importante nesta variedade exibindo a maior média (Tabela 5.1). Chattha et al. (2001) 

relatou que a formação de brotos foi excelente com BAP 1,5 mg.L
-1

, em combinação com 

1,5 mg.L
-1

 de GA3 e principalmente no número de folhas com no máximo 16 folhas por 

planta. 

 

5.3.1.2 Tamanho de brotos 

 

Para a variável tamanho do maior broto, não houve diferença significativa entre 

os tratamentos para a variedade RB034041. Destaca-se neste experimento a oposição de 

resultados para o tratamento T4 (KIN + BAP + ANA) que obteve a maior média com a 

RB98710 e a menor média com a RB034130. No geral, as médias obtidas para os melhores 

tratamentos não possuem diferenças significativas entre as três variedades. Novamente, a 

interação entre KIN e BAP demonstrou ser eficiente quando comparadas com as 

citocininas agindo separadamente (Tabela 5.3). 

As brotações obtidas in vitro que apresentem pequeno comprimento podem  

apresentar baixo percentual de enraizamento prejudicando a fase de aclimatização (Silva, 

2004). Uma das formas de estimular o crescimento das brotações é através da adição do 

GA3 ao meio de cultura. O GA3 estimula a divisão e alongamento das células, o qual 

promove o aumento do comprimento das brotações (Torres et al., 1998). Porém, para as 

três variedades selecionadas, a adição de GA3 ao meio não resultou em maior crescimento. 

Razi-ud-Din et al. (2004) relataram maiores médias de crescimento por broto em meio MS 

contendo 1,5 mg.L
-1

 GA3 e 0,5 mg.L
-1

 de BAP. Para Khan et al. (2009) os comprimentos 

máximos obtidos foram observados em meio MS com 1,0 mg.L
-1

 de BAP em combinação 

com 0,1 mg.L
-1

 GA3 em 30 dias. Os autores indicaram diferenças significativas para o 

comprimento médio da parte aérea de brotos entre as variedades testadas. 

 

5.3.2 Experimentos de enraizamento 
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Para as três variedades selecionadas não houve diferença estatística na indução 

de raízes entre os cinco tratamentos testados (Figura 5.2). A diferença entre os tratamentos 

ocorreu para a variável: tamanho da maior raiz, obtida após 30 dias de experimento. Nas 

variedades RB98710 e RB034130 o meio T5 (sólido com ANA e carvão ativado) foi o que 

apresentou as maiores médias. Para a variedade RB034041 o tratamento T5 obteve a 

segunda maior média, embora não seja significativamente diferente dos tratamentos T2 

(sólido) e T1 (líquido) (Tabela 5.4).  

 

 

Figura 5.2 - Explante de cana-de-açúcar, brotações, da variedade RB034130, em todos os 

tratamentos foi utilizado o meio MS com metade da concentração, suplementado com 6% de 

sacarose. 01) T1 meio líquido; 02) T2  meio sólido;  03) T3 meio líquido + 5 mg ANA; 04) T4 

meio sólido 5 mg ANA; 05) T5 meio sólido + 5 mg ANA + 2g de carvão. 

 

Singh et al. (2001) obteve enraizamento de brotações de diferentes variedades 

de cana obtidas in vitro entre 7-15 dias após inoculação. Os autores utilizaram meio MS 

com metade da concentração de macronutrientes contendo altas concentrações de ANA e 

sacarose. O número de dias necessários para o enraizamento variou de variedade para 

variedade, mas obtiveram resultados de enraizamento entre 75-95% das brotações entre as 

variedades testadas. 
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Não houve diferença significativa nos resultados de enraizamento entre meios 

solidificados com ágar, e meios líquidos (Tabela 5.4). Tem-se observado que o sistema 

radicular formado nas brotações cultivadas em meio de cultura sólido é quebradiço e não 

possui pêlos radiculares. A utilização do meio de enraizamento liquido, além de facilitar a 

inoculação e o manuseio dos explantes, reduz o custo do meio de cultura  

O destaque do meio T5 para o desenvolvimento radicular das brotações pode 

estar relacionado com a presença do carvão ativado. A presença no carvão no meio de 

Tabela 5.4 Efeito de diferentes combinações de meio líquido, sólido, ANA e carvão 

ativado em enraizamento de brotos em três cultivares de cana-de-açúcar. 

Cultivares RB 98.710 RB 03.4130 RB 03.4041 

Presença de raiz. 

T1 1,0000 ns 1,0000 ns 1,0000 ns 

T2 1,0000 ns 1,0000 ns 1,0000 ns 

T3 1,0000 ns 1,0000 ns 1,0000 ns 

T4 1,0000 ns 1,0000 ns 1,0000 ns 

T5 0,8333 ns 1,0000 ns 1,0000 ns 

Tamanho maior da raiz 

T1 27,4167 ab 28,9167  bc 38,5455 ab 

T2 20,4167   bc 40,5000  b 48,9167 a 

T3 13,7500     cd 30,0833  bc 24,0000   bc 

T4 7,2500       d 17,0833    c 11,9091     c 

T5 32,6364 a 59,6667 a 43,3333 a 

Número de brotos 

T1 1,7500 ab 8,9167 ab 6,2727 ab 

T2 2,7500 a 6,4167   b 6,3333 ab 

T3 2,5833 a 10,7500 a 8,3333 a 

T4 2,7500 a 8,8182 ab 6,2727 ab 

T5 0,6364   b 5,3333   b 3,1667   b 

Tamanho do explante 

T1 245,4167 a 124,5833 ab 232,3636 a 

T2 173,5833   bc 148,6667 a 164,4545 ab 

T3 239,8182 ab 101,0000   b 138,4167   b 

T4 159,3333     c 148,0000 ab 185,4545 ab 

T5 171,3636   bc 142,5833 ab 203,8333 ab 

T1 = Meio líquido, T2 = meio sólido,  T3 = meio líquido + 5,0 mg/L ANA,  T4 = meio sólido +  

5,0 mg/L ANA,  T5 = meio sólido + 5,0 mg/L ANA + carvão ativado. Médias seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey no nível de 5%. 
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cultura funciona como uma barreira para a penetração da luz no meio e a luminosidade é 

um dos fatores ambientais envolvidos na indução do enraizamento (Assis & Teixeira, 

1998) A alta luminosidade propicia maior produção de ácido abscísico e substâncias 

fenólicas inibitórias do enraizamento (Anderson, 1984). Porém, devido a sua capacidade de 

adsorção, o carvão ativado pode modificar a composição dos meios de cultura, adsorvendo, 

por exemplo, substâncias promotoras de enraizamento como o ANA, modificando sua 

concentração. 

A presença de raízes em todos os tratamentos testados, incluindo aqueles sem a 

adição de auxina ao meio de cultivo (T1 e T2) indica que estas variedades podem 

apresentar uma quantidade de auxina endógena suficiente para estimular o enraizamento, 

não respondendo, portanto, à adição de auxina exógena. 

Da analise do tamanho das raízes, constatou-se que a adição de auxina ao meio 

de cultivo nos tratamentos T3 e T4 diminuiu o tamanho das raízes obtidas nas três 

variedades (Tabela 5.2). Diversas espécies, principalmente as herbáceas, enraízam com 

níveis muito reduzidos de auxina ou em meio básico sem substâncias de crescimento 

(Hasegawa, 1980; Anderson, 1984). Nesse caso, as partes aéreas em rápido crescimento 

são fontes de intensa produção de auxina, a qual é translocada para a base, estimulando a 

rizogênese (Grattapaglia & Machado, 1998). Provavelmente, a ação do carvão ativado no 

meio T5 foi efetiva na redução da intensidade de luz na região de formação de raízes e na 

obtenção da melhor concentração de auxinas para a indução de raízes nas brotações de 

cana. 

Entre as três variedades selecionadas, o desenvolvimento de raízes ocorreu  

após 15 dias em todos os tratamentos avaliados. Este período foi relativamente rápido 

quando comparado com outros trabalhos de enraizamento de brotações de cana obtidas in 

vitro. Nestes trabalhos, o número de dias necessários para o enraizamento variou de 4 a 6 

semanas (Sreenivasan & Sreenivasan, 1992; Sood et al., 1999; Pawar et al., 2002). O fato 

das raízes obtidas em alguns explantes terem tamanho médio inferior 30 mm no momento 

da transferência para a aclimatização também não causou perdas significativas. Após três 

semanas de aclimatização, o índice de perdas para as três variedades ficou abaixo dos 10%. 

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), raízes mais curtas são mais adequadas 

para o transplantio, devido às mesmas se encontrarem em fase de crescimento ativo e por 

evitarem a quebra no momento da retirada do meio de cultura. Conforme Rocha et al. 

(2006) o tamanho adequado das raízes é de aproximadamente 20 a 30 mm, pois raízes 
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maiores tendem a enovelar entre si dependendo do diâmetro do frasco e do número de 

explantes cultivados no mesmo. Este foi o problema encontrado no presente trabalho com 

os explantes crescendo em tubos de ensaio. 

 

5.4 CONCLUSÕES 

 

 Tanto para a indução de brotações quanto para o crescimento dos brotos, os 

tratamentos contendo a presença de 0,1 mg.L
-1

 KIN e 0,2 mg.L
-1

 de BAP obtiveram 

os melhores resultados para as variedades RB98710 e RB034130. Para a variedade 

RB034041 não houve diferença significativa entre os tratamentos para estas 

variáveis, embora o tratamento T6, com a presença do GA3, tenha obtido a maior 

média no número de brotos e a segunda maior média no crescimento dos brotos. 

 

 A indução de raízes ocorreu em todos os tratamentos testados, sem diferenças 

estatísticas entre eles. Porém, o tratamento T5 (MS 50% sólido + 6% sacarose + 5 

mg.L
-1

 de ANA + 0,2% de carvão ativado) destacou-se no crescimento de raízes 

nas três variedades selecionadas. 
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 Para as variedades de cana-de-açúcar testadas, tempos e concentrações de etanol, 

hipoclorito de sódio, casugamicina e bicloreto de mercúrio controlaram a oxidação 

dos explantes e não foram fitotóxicos. Porém, não foram eficientes no controle da 

contaminação por bactérias endofíticas. 

 

 A partir de explantes cultivados in vitro, treze isolados de bactérias endofíticas 

foram obtidos e caracterizados indicando tratar-se, na sua grande maioria, de 

bactérias gram positivas: uma novidade para cana-de-açúcar. Além da 

caracterização, a realização do antibiograma revelou que os antibióticos 

Ciprofloxacino e Ceftazidima apresentam potencial para serem utilizados no 

controle destas bactérias em futuros protocolos de descontaminação. 

 

 Não houve diferenças significativas para os melhores meios, tanto para indução de 

brotações quanto para enraizamento, considerando as três variedades de cana-de-

açúcar testadas. Este resultado proporciona um procedimento a ser seguido em 

futuros testes com novas variedades, estabelecendo meios iniciais padrão que 

poderão ser então modificados de acordo com as necessidades destas variedades. 

 


