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INTRODUÇÃO 

O cultivo de flores tropicais tem-se tornado uma atividade agrícola cada vez mais 
importante no Brasil, devido à alta demanda do mercado de plantas ornamentais. Dentre as 
famílias com potencial para expansão deste mercado, está a Zingiberaceae que possui o 
gênero Curcuma como destaque. Este gênero tem espécies que são utilizadas como 
tempero e também apresentam propriedades medicinais, óleos essenciais, além de serem 
utilizadas como flor de corte, de vaso e como plantas aplicadas ao paisagismo. Como 
produto ornamental, a C. alismatifolia é comercializada no mercado externo como flor de 
corte e como rizoma (Pinto & Graziano, 2003). 

A propagação do gênero Curcuma é basicamente por divisão de touceiras 
rizomatosas. Devido a esta prática de propagação vegetativa tradicional, existe a 
preocupação de disseminação de doenças causadas pelos agentes Ralstonia solanacearum 
(Thammakijjawat, et al., 1999; Vudhivanich, 2002), Meloidogyne incognita, Colletotrichum 
gloeosporioides e Rhizoctonia solani (Lins & Coelho, 2004). 

Neste contexto, com a propagação in vitro, estes problemas são minimizados, pois 
esta técnica possibilita a aquisição de material propagativo vegetal livre de fitopatógenos. 
Além disso, através da micropropagação pode-se obter maior quantidade de mudas em um 
curto período de tempo, quando comparado com a propagação vegetativa tradicional.  

A primeira etapa da micropropagação é o estabelecimento in vitro do material a ser 
multiplicado e para tanto, tem de se determinar a melhor metodologia para desinfestação 
dos explantes a serem inoculados. 

Em muitos casos a presença de fungos e bactérias ocorre poucos dias após a 
inoculação. Em alguns casos a presença de bactérias e fungos nas plantas é detectada 
após algum tempo de cultivo, geralmente quando um grande número de plantas já está em 
produção. Além disso, por serem de difícil visualização, são facilmente transmitidas de um 
material para outro durante a manipulação dos explantes para a inoculação in vitro. Quando 
as condições do meio de cultura (nutrição, pH) tornam-se favoráveis ao seu 
desenvolvimento, os fitopatógenos passam a competir por nutrientes minerais e carboidratos 
do meio de cultura, comprometendo a multiplicação e o desenvolvimento dos explantes, 
podendo levá-los rapidamente à morte. Esta deterioração dos explantes está relacionada 
com a produção de metabólitos fitotóxicos pelos fitopatógenos, tais como os ácidos láctico e 
acético, cianeto (Pereira et al., 2003). 

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo de determinar uma assepsia 
específica dos rizomas de C. alismatifolia reduzindo a contaminação in vitro por 
fitopatógenos, além de detectar a presença de fungos e bactérias e identificá-los por meio 
de coloração de Gram. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
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O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia do Instituto de Ciências 
Agrárias (ICIAG) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), Uberlândia, MG, Brasil. 
Após aquisição dos rizomas de C. alismatifolia em vasos, estes foram mantidos em casa de 
vegetação para sua manutenção até momento da retirada dos explantes (ápices caulinares).  

Para a montagem do experimento os rizomas foram lavados em água corrente, 
fazendo uso de detergente neutro e escova para retirada do excesso de solo, tomando 
cuidado para não danificar o tecido do rizoma. Logo em seguida foi realizada uma pré-
assepsia que consistiu em imersão dos rizomas em água a 52°C durante 10 minutos, de 
forma que possa contribuir para a redução da contaminação bacteriana. Em seguida, foram 
imersos em álcool 70% por 2 minutos e posterior imersão destes em solução comercial de 
hipoclorito de sódio a 20% (v.v-1) por 5 minutos acrescido de 2 gotas de detergente neutro.  

O material vegetal previamente limpo foi colocado imediatamente em frascos 
contendo água destilada e autoclavada e levados à câmara de fluxo laminar para aplicação 
dos tratamentos. 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 
8 com quatro repetições, sendo cinco diferentes períodos de imersão dos brotos em solução 
comercial de hipoclorito de sódio (0; 10; 20; 30 e 40 minutos) e oito concentrações deste (0; 
10; 20; 30; 40; 50; 60 e 70% v v-1). Após imersão nos tratamentos, os rizomas foram 
enxaguados três vezes em água destilada e autoclavada. Cada tubo de ensaio continha um 
ápice caulinar e este considerado uma parcela e cada repetição foi composta por quatro 
parcelas. 

O meio de cultura utilizado foi o de Murashige & Skoog (1962) (MS) contendo 2 mg L-

1 de 6-benzilaminopurina (BAP) acrescido de 7 g L-1 de ágar, 30 g L-1 de sacarose e o pH 
será ajustado para 5,8. Posteriormente realizou-se autoclavagem à 121°C, 1 atm por 20 
minutos, e após o resfriamento e solidificação do meio inoculou-se os ápices caulinares que 
foram extraídos dos rizomas com auxílio de uma lupa. Os explantes foram mantidos em sala 
de crescimento com temperatura de 26 ± 1°C e com fotoperíodo de 16 horas de luz durante 
30 dias. 

A variável analisada após 30 dias da inoculação foi a porcentagem de material não 
contaminado. O resultado obtido foi submetido à análise de variância com o auxílio do 
programa SISVAR®. Os dados em porcentagem por não apresentarem homogeneidade e 
normalidade, foram transformados para: 100arcsen x  (Banzatto & Kroka, 1992).  

Observou-se também o tipo de contaminantes (fungo e/ou bactéria) e sua 
identificação e separação por grupo, respectivamente. As colônias bacterianas foram 
isoladas com base nas características fenotípicas (pigmentação) e realizou-se o teste 
bacteriológico de coloração de Gram (Humphries, 1974). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No teste de interação entre o tempo de imersão e a concentração da solução 
comercial de hipoclorito de sódio houve efeito significativo de 1% de probabilidade pelo teste 
F.  

Somente nos tratamentos onde os rizomas permaneceram por 40 minutos em 
imersão, obteve-se resposta significativa de 1% de probabilidade e tendo uma curva 
quadrática. A concentração da solução comercial de hipoclorito de sódio em porcentagem que 
proporcionou melhor resultado de assepsia foi em torno de 40% (v v-1), como mostra a Figura 
1. 
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y = -0,0491x2 + 4,1577x + 17,042
R2 = 0,8458**
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FIGURA 1 – Porcentagem de material não contaminado em relação à concentração da 
solução comercial de hipoclorito de sódio (%v v-1) no tempo de 40 minutos em imersão de 
rizomas de C. alismatifolia. 
 
 Trabalhos foram feitos com brotos de Curcuma zedoaria, onde se preparava o 
rizoma, cultivando-o até formação dos brotos e estes eram desinfestados. A concentração 
da solução comercial de hipoclorito de sódio aplicada foi de 20% e imersão em 20 minutos 
(Mello et al., 2000). A diferença entre os resultados de Curcuma zedoária e da C. 
alismatifolia aqui desenvolvido, deve-se a diferentes tecidos vegetais em que se extraiu o 
explante. Em Curcuma zedoária, Mello et al., (2000) fez uso de tecido novo e tenro, porém, 
para que isto ocorra é necessário esperar que os ápices caulinares presentes nos rizomas 
se desenvolvam até a formação dos brotos e então realizar a retirada do ápice caulinar. Já 
na C. alismatifolia, foi utilizado tecido mais velho, que ficou diretamente em contato com o 
substrato, as remoções dos ápices caulinares ocorreram diretamente do rizoma, desta 
maneira, o período de espera da formação dos brotos não é mais necessário. 
 No presente trabalho foi realizada a remoção dos ápices caulinares diretamente do 
rizoma, sem a espera de formação de brotações, para agilizar o processo de instalação do 
material vegetal no cultivo in vitro. Trabalho similar foi realizado por Debiasi et al., (2003) em 
que se retirou uma porção do rizoma que continha o ápice caulinar, reduzindo o tamanho 
inicial do explante da espécie de Zingiber officinalle ( Zingiberaceae) para a assepsia. 
 Após o período de trinta dias de inoculação não foi detectado a contaminação dos 
explantes por fungos, mostrando que todos os tratamentos testados foram eficientes no 
combate à estes fitopatógenos. Desta maneira, pelos resultados obtidos, somente a 
realização da pré-assepsia foi suficiente para que o explante ficasse isento de 
contaminantes fúngicos. Porém foi notada a presença de bactérias, as quais se 
desenvolviam em torno do explante, o que mostra ser uma bactéria endofídica presente nos 
tecidos vegetais. 
 Um dos maiores problemas no cultivo in vitro de tecidos vegetais são as 
contaminações bacterianas. Pereira et al., (2003) verificaram a contaminação por bactérias 
endofíticas na micropropagação de batata.  

Em alguns casos não se evidencia de imediato a presença de bactérias nas plantas, 
sendo detectada somente após algum tempo de cultivo, geralmente quando um grande 
número de plantas já está propagado. Além disso, por serem de difícil visualização, são 
facilmente transmitidas de um material para outro durante a manipulação dos explantes. 
 A identificação das colônias bacteriana foram tanto Gram negativas (coloração em rosa) 
e Gram positivas (coloração em azul) e ambas em formato de bastonetes longos.  

Se faz necessário mais estudos na identificação das bactérias, com o intuito de se 
utilizar antibióticos específicos durante o cultivo in vitro, para a inibição e o combate do 
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crescimento e desenvolvimento dessas bactérias que estão presentes nos tecidos vegetais 
e/ou oriundas por manipulação do explante, durante o procedimento de inoculação. 
 
CONCLUSÃO 

Para a assepsia de rizomas de C. alismatifolia o melhor tratamento foi o de 40 
minutos de imersão numa solução comercial de hipoclorito de sódio à concentração de 40% 
(v v-1). 
 Não foi detectado a presença de agentes fúngicos no cultivo in vitro de ápices 
caulinares de C. alismatifolia, porém ocorreu o surgimento de bactérias em torno do 
explante, indicando que a bactéria é de origem endofítica. Foram encontradas tanto 
bactérias Gram positivas como negativas em forma de bastonetes. 
 São necessários mais estudos sobre a identificação de bactérias, de forma que 
possa minimizar a desinfestação dos explantes e favorecer o estabelecimento de ápices 
caulinares de C. alismatifolia. 
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