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RESUMO - A cana-de-açúcar é uma cultura muito plantada no Brasil devido a grande importância econômica de seus 

produtos, como etanol e açúcar. Sendo assim, a cultura está freqüentemente inserida em programas de melhoramento genético. 

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a resposta morfogênica do genótipo RB996961 à indução de 

embriogênese somática, com subsequente regeneração dos embriões. Segmentos transversais de 2-3 mm de espessura de folhas 

jovens oriundas de plantas com 6 a 9 meses de idade foram cultivados em meio MS sólido contendo três concentrações de 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) para indução de calos embriogênicos. Os melhores resultados foram obtidos usando 

13,5 ou 31,5 µM L
-1

 de 2,4-D em 45 ou 60 dias de incubação em meio de indução, um a três subcultivos e 15 a 45 dias de 

incubação em meio de regeneração. Este resultado mostra que o protocolo utilizado para o genótipo RB996961 foi eficiente 

para produção de embriões somáticos (superior a 80%), contudo, necessitando de ajustes na fase de regeneração (62,6 a 

73,4%). 

 

Palavras-chave: Saccharum spp., cultura de tecido vegetal, embriogênese somática. 

 

 

Induction and regeneration of somatic embryos of sugarcane RB996961 

 

ABSTRACT - Sugarcane is a crop widely planted in Brazil because of the economic importance of its products, like sugar and 

ethanol. Thus, the crop is often inserted in breeding programs. Therefor, the aim of this study was to evaluate the morphogenic 

response to somatic embryogenesis and somatic embryos regeneration for genotype RB996961. Transversal segments of young 

leave rolls with 2-3 mm size from plants with 6 to 9 months old were subcultured on solid MS medium supplemented with 

three concentrations of 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) for embryogenic callus induction. Better results were obtained 

using 13.5 or 31.5 µM L
-1

 of 2.4-D in 45 or 60 days of incubation on induction medium, one to three subculture and 15 to 45 

days of incubation on regeneration medium for genotype RB996961. This results show that the protocol used to genotype 

RB996961 was efficient to somatic embryos production (over 80%), nevertheless, it is necessary to adjust the regeneration 

approach (62.3 to 73.4%). 

 

Key words: Saccharum spp., plant tissue culture, somatic embriogenesis. 
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INTRODUÇÃO 

 

Plantada em larga escala comercial nos trópicos e 

sub-trópicos, a cultura da cana-de-açúcar está presente em 

vários países (COSTA-LIMA et al., 2001). Devido a sua 

importância econômica, intensificaram-se os trabalhos 

desta cultura nos programas de melhoramento vegetal, 

sendo o Brasil o líder mundial no uso desta cultura como 

fonte renovável de energia e na exportação de açúcar 

(CONAB, 2013). Com a expansão da cultura para novas 

áreas, atualmente é uma das principais culturas em estudo 

(MOLINARI et al., 2007; PAPINI-TERZI et al.,2009), 

adaptando-se a diferentes condições ambientais e com uma 

alta eficiência na produção de biomassa. 

Trabalhos com cultura de tecido de cana-de-

açúcar tem sido realizados, mostrando que é possível 

produzir em larga escala mudas sadias, complementando a 

propagação comercial desta cultura em vários países, como 

Brasil, Estados Unidos, Índia e Cuba (LAKSHMANAN et 

al., 2006). Entretanto, o protocolo para produção de 

plantas por cultura de tecido precisa ser eficiente (DESAI 

et al., 2004). 

A propagação in vitro pode ser realizada por 

organogênese ou embriogênese somática 

(LAKSHMANAN et al., 2006), utilizando cultura de calos 

(RASHID et al, 2009; ATHER et al., 2009), cultura de 

folhas imaturas (KHAN et al., 2009; RAMGAREEB et al., 

2010) e a cultura de meristema (BURNER; GRISHAM, 

1995). Atualmente, a cultura de calos vem sendo 

amplamente utilizada em programas de transformação 

genética (SANTOSA et al., 2004; JOYCE et al., 2010; 

BASNAYAKE et al., 2011). 

Diante do exposto, objetivou-se com o presente 

estudo avaliar a resposta morfogênica de cana-de-açúcar 

(cultivar RB996961) à indução de embriogênese somática 

e sua consequente regeneração. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

Conduziu-se o trabalho no Laboratório de Cultura 

de Tecidos de Plantas, da Embrapa Clima Temperado. O 

genótipo RB996961, conduzido no Campo Experimental 

da Embrapa Clima Temperado, foi utilizado para este 

experimento. O ápice das plantas com 8 a 9 meses de idade 

foram coletadas (maio de 2011) no campo de produção, 

fornecendo o explante a ser utilizado. 

As folhas externas foram retiradas, e as folhas 

jovens foram lavadas com água estéril. Em condições 

assépticas, as folhas jovens foram desinfestadas com 

etanol 70% por um minuto e solução de hipoclorito de 

sódio 2,5% por 15 minutos. Adicionalmente, mais folhas 

foram retiradas, permanecendo a fonte de explante com 

aproximadamente 1 cm de diâmetro. Logo acima do 

meristema apical, segmentos transversais de 2-3 mm de 

espessura foram seccionados, gerando os explantes a 

serem utilizados. Foram seccionados 15 explantes por 

ápice para todo experimento. 

O meio de indução utilizado neste experimento 

foi constituído dos sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 

1962), contendo 20 g L
-1

 de sacarose, 6 g L
-1

 de ágar, 100 

mg L
-1

 de mio-inositol, 100 mg L
-1

 de PVP, 0,5 mg L
-1

 de 

ácido nicotínico, 0,15 mg L
-1

 de ácido cítrico, 1 mg L
-1

 de 

tiamina, 50 mg L
-1

 de cisteína, 2 mg L
-1

 de glicina, 50 mg 

L
-1

 de arginina, 0,5 mg L
-1

 de piridoxina e 50 mL L
-1

 água 

de coco (MSC3) (HEINZ; MEE, 1969). Três 

concentrações do regulador de crescimento 2,4-D (ácido 

2,4- diclorofenoxiacético) (4,5; 13,5 e 31,5 µM L
-1

) foram 

utilizadas. O pH do meio de indução foi ajustado para 5,7 

± 0,1 antes da autoclavagem (121 °C, 1,5 atm por 20 min). 

Em seguida, os explantes foram colocados em 

frascos de 250 mL (contendo 20 mL de meio de indução), 

selados com tampas de polipropileno e incubados a 26 ± 

1˚C sob ausência de luz. Os tratamentos consistiam de 12 

repetições (total de 36 unidades experimentais por 

tratamento), contendo seis explantes por repetição (total de 

216 explantes por tratamento). Respostas morfogênicas 

dos explantes foram avaliadas em três diferentes tempos 

(30, 45 e 60 dias), formando assim um fatorial duplo (três 

concentrações de 2,4-D x três tempos de incubação). 

O meio de regeneração utilizado foi composto 

sais MS contendo 20 g L
-1

 de sacarose, 6 g L
-1

 de ágar, 100 

mg L
-1

 de mio-inositol e 100 mL L
-1

 de água de coco. O 

pH do meio de regeneração foi ajustado para 5,7 ± 0,1 

antes da autoclavagem (121 °C, 1,5 atm por 20 min).. Aos 

45 dias, os calos embriogênicos provenientes do meio de 

indução de embriogênese somática foram individualizados 

dos explantes e transferidos para um novo meio de indução 

(primeiro subcultivo). 

Após 21 dias e 42 dias, realizou-se o segundo e 

terceiro subcultivo, respectivamente. Ao final de cada 

subcultivo (1º, 2º e 3º subcultivo), os calos embriogênicos 

subcultivados foram transferidos para o meio de 

regeneração. A resposta morfogênica de regeneração foi 

avaliada em três diferentes tempos (15, 30 e 45 dias). Cada 

tratamento consistiu de três repetições, sendo cada 

repetição contendo quatro amostras de calos embriogênico 

(aproximadamente 4 mm
2
 cada amostra) coletadas ao 

acaso, totalizando 72 amostras para cada tratamento, 

formando assim um fatorial triplo (2 concentrações de 2,4-

D x três subcultivos x três tempos de incubação). 

O delineamento experimental utilizado foi 

inteiramente casualizado, em esquema fatorial. Os dados 

coletados foram transformados (arcsen√%/100) e 

analisados por ANOVA (p<0.05), seguido do teste de 

Tukey a 5% de probabilidade para a comparação das 

médias no software R (R Development Core Team, 2009), 

utilizando o package ExpDes. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Após o preparo do material vegetal, segmentos 

transversais (2-3 mm) foram colocados em meio de 

indução. Aos 21 dias observou-se resposta morfogênica 

(início de formação de calos) dos explantes no genótipo 

em estudo (RB996961) nas três concentrações de 2,4-D 

(4,5, 13,5 e 31,5 µM L
-1

 de 2,4-D). 

A análise de variância (ANOVA) mostrou que 

houve diferença significativa no tempo e na concentração 

utilizada do fitorregulador 2,4-D para indução de calos 

embriogênicos. Não houve diferença significativa para a 

regeneração dos embriões somáticos provenientes dos 
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diferentes meios de indução. Não houve diferença 

significativa para a regeneração dos embriões somáticos 

em relação ao tempo de incubação em meio de 

regeneração, número de subcultivos e em relação aos 

embriões somáticos provenientes dos diferentes meios de 

indução. 

A produção de calos embriogênicos em relação às 

três concentrações de 2,4-D testadas (independente do 

tempo de incubação) obteve melhores resultados utilizando 

13,5 e 31,5 µM L
-1

 de 2,4-D em meio de indução (81,7 e 

86,3%, respectivamente). Para a concentração de 4,5 µM 

L
-1

, houve produção de 39,2% de calos embriogênicos 

(Figura 1). Para a produção de calos embriogênicos ao 

longo do tempo (independente da concentração de 2,4-D), 

os melhores resultados foram obtidos aos 45 e 60 dias de 

incubação em meio de indução (75,2%, para ambos os 

tempos). Para o tempo de 30 dias, a produção de calos 

embriogênicos alcançou uma taxa de 56,8% (Figura 2). 

  

 

 
FIGURA 1 - Efeito das diferentes concentrações do fitorregulador 2,4-

D em meio de indução na produção de calos embriogênicos em cana-de-

açúcar (cultivar RB996961). Comparação das médias de explantes que 

produziram calos embriogênicos em função da concentração de 2,4-D. 

Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente entre 

si (Tukey, p=0,05). 

 

 

Tabela 1. Regeneração de embriões somáticos de cana-de-açúcar em meio de regeneração. 

Porcentagem de embriões somáticos regenerados 

          Concentração       Subcultivo            Tempo 

13,5 63,7 ± 31,1  ns 1        67,8 ± 26,7 ns 30   73,4 ± 28,9 ns 

31,5 72,0 ± 23,2  ns 2       67,8 ± 26,7 ns 45   62,6 ± 22,9 ns 

    3       67,8 ± 30,6 ns 60   67,9 ± 30,6 ns 

*- Ns – diferença não significativa. 
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FIGURA 2 - Efeito dos diferentes tempos de incubação em meio de 

indução suplementado com fitorregulador 2,4-D na produção de calos 

embriogênicos em cana-de-açúcar (cultivar RB996961). Comparação 

das médias de explantes que produziram calos embriogênicos em 

função do tempo de incubação em meio de indução. Médias seguidas 

por letras iguais não diferem significativamente entre si (Tukey, 

p=0,05). 

 

 

A ocorrência de formação de calo embriogênico 

nos três tratamentos se deve a presença do regulador de 

crescimento 2,4-D, ao passo que este processo não ocorreu 

no controle negativo (meio basal sem 2,4-D). Os 

resultados aqui encontrados são similares aos resultados 

relatados por Ho e Vasil (1983), onde estes autores 

estudaram a embriogênese somática em cana-de-açúcar do 

clone 68-1067. A embriogênese primária em cana-de-

açúcar é exclusivamente induzida em meio de cultura 

contendo auxinas, como o 2,4-D, e são essenciais para 

induzir a formação de calos (GRATTAPAGLIA; 

MACHADO, 1990). Amplamente utilizado na indução de 

calos e embriões somáticos, o regulador de crescimento 

2,4-D quando aplicado em concentrações elevadas produz 

calos que se apresentam com um aspecto mais 

mucilaginoso (HO; VASIL, 1983; GARCIA et al., 2007). 

Os resultados contidos neste trabalho mostram 

com clareza que a formação de calos embriogênicos 

relaciona-se diretamente com a concentração do 

fitorregulador 2,4-D e o tempo de incubação no meio de 

indução, apresentando assim diferentes taxas de produção 

de calos embriogênicos. Esses resultados corroboram o 

que foi mostrado por Ho e Vasil (1983) e Desai et al. 

(2004), sendo que estes últimos descrevem esse fenômeno 

no genótipo CoC-671, plantada na Índia. 

Após 45 dias em meio de indução, os calos 

produzidos pelos explantes foram individualizados e 

transferidos para um novo meio de indução (1º subcultivo). 

Após 21 dias e 42 dias, realizou-se o segundo e terceiro 

subcultivo, respectivamente. A resposta morfogênica de 

regeneração foi avaliada ao final de cada subcultivo e em 

três diferentes tempos (15, 30 e 45 dias). 

Os resultados mostraram que não houve diferença 

significativa na regeneração dos embriões quanto ao 

número de subcultivos, concentração de 2,4-D utilizado na 

origem dos embriões somáticos e ao tempo de regeneração 

para o genótipo RB996961 (Tabela 1). 

Calos embriogênicos provenientes do meio de 

indução contendo 4,5 µM L
-1

 de 2,4-D não se 

desenvolveram na fase de subcultivo, oxidando-se em 

poucos dias após a individualização e consequentemente 

sendo retirados da avaliação de regeneração de embriões. 

A ocorrência desse fato pode ser explicada com 

base em estudos prévios. Na regeneração de brotos 
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proveniente de embriões somáticos, a sacarose pode 

influenciar a diferenciação celular e no desenvolvimento 

das raízes, assim como os complexos orgânicos e 

aminoácidos essenciais no meio de regeneração (HO; 

VASIL, 1983). Segundo Mudry et al. (2013), a 

insuficiência na maturação dos embriões somáticos 

acarreta em desenvolvimento não satisfatório na produção 

de brotos. Esse fenômeno é chamado de germinação 

precoce e é o principal problema no desenvolvimento de 

embriões somáticos (JIMÉNEZ, 2005)).  

O uso de água de coco, que contém citocininas 

naturais, em meio de regeneração promove efeitos 

benéficos à morfogênese e desenvolvimento do broto 

(GEORGE et al., 2008). Contudo, a concentração dos 

compostos da água de coco não é constante nos frutos, ou 

mesmo nos produtos industrializados, podendo assim levar 

a variações na taxa de regeneração de embriões somáticos 

Contudo, no presente trabalho não houve variação na taxa 

de regeneração, podendo ser explicado pela utilização de 

água de coco proveniente de produto industrializado 

pertencente a um único lote de fabricação. 

Assim como nos trabalhos de Snyman et al. 

(2006), os brotos regenerados provenientes de embriões 

somáticos foram produzidos neste experimento usando 

meio de regeneração sob ausência de auxina.  

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que 

a micropropagação por embriogênese somática do 

genótipo RB996961 se mostra viável. Entretanto, ajustes 

na fase de regeneração dos embriões somáticos são 

necessários, para assim obter uma maior produção de 

plantas que poderão suprir às necessidades dos programas 

de melhoramento genético desta espécie.  

 

CONCLUSÕES 

 

A micropropagação do genótipo RB996961 

(86,3% de produção de calos embriogênicos e 72,0% de 

regeneração dos embriões somáticos) obteve melhores 

resultados incubando os explantes por 45 ou 60 dias em 

meio de indução contendo 13,5 ou 31,5 µM L
-1

 de 2,4-D, 

podendo realizar de um a três subcultivos e incubando por 

15 a 45 dias em meio de regeneração. 

O protocolo utilizado para indução de 

embriogênese somática e regeneração dos embriões 

formados para o genótipo estudado foi eficiente para 

produção de embriões somáticos, entretanto necessita-se 

de ajustes na fase de regeneração, de modo aumentar a 

quantidade de mudas formadas. 
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