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RESUMO

PROPAGACAO VEGETATIVA IN VITRO DE Aniba rosaeodora Ducke (Lauraceae).
Universidade do Estado do Amazonas. Rua Carvalho Leal, N° 1777 CEP: 69055-001.
Manaus - AM. JARDIM, L.S. & SAMPAIO, P.T.B. Isjmbt@uea.edu.br ;
sampaio@inpa.gov.br. Palavras chaves: Aniba rosaeodora Ducke; Propagacdo in vitro;
Reguladores de crescimento.

O pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke), é uma espécie de grande valor econébmico por
produzir o 6leo essencial linalol utilizado pelas indastrias de perfumaria, motivando intensa
exploracdo das populacdes naturais e ocasionando seu desaparecimento em areas de facil
acesso. Em frente disso, o presente estudo, objetivou estabelecer um protocolo para sua
propagacdo in vitro a partir de brotacbes apicais, segmentos nodais e folhas, visando
desenvolver novas técnicas para sua reproducdo. Primeiramente, os explantes foram
submetidos a distintos processos de assepsia, utilizando solu¢do de benomyl (4g.L™),
solucéo de hipoclorito de sodio a 15% e 20%, acrescido de tween 20, sob diferentes tempos
de exposi¢do. Em seguida, foram inoculados em meio MS, acrescido de 30g.L™ de sacarose
e 8g.L™ de agar, mantidos no escuro por 48 horas na B.O.D sob 26°C, e conduzidos & sala
de crescimento. As brotagbes apicais e segmentos nodais aparentemente sadios foram
submetidos & inducdo de broto, raiz e calo, sendo transferidos para meio de cultura
contendo reguladores de crescimento: BAP (0,0 e 4,0 mg.L™), AIA, ANA e 2,4-D (0,0; 3,0 e
6,0 mg.L™"), e suas respectivas combinagfes. O delineamento utilizado foi o D.I.C, em
arranjo fatorial 9 X 2, com 18 tratamentos, cada um com 15 repeti¢fes. Para os fragmentos
foliares, utilizou-se BAP, TDZ, ANA, AIA e 24-D (50 mg.L%).para inducdo de
organogénese.foliar. O delineamento foi 0 em blocos ao acaso, constando de 6 tratamentos,
com 8 blocos cada, sendo cada bloco com 2 repeticbes. Apdés 90 dias, as plantulas
enraizadas in vitro foram postas em copos descartaveis cobertas por sacos de plastico
transparente, e avaliadas em trés tipos de substrato para o processo de aclimatacdo. O
primeiro e 0 segundo eram compostos por: terra-preta, barro e areia nas proporcoes 2:1:1 e
1:2:1 (v/v), cobertos por vermiculita, respectivamente; e o terceiro era composto somente
por vermiculita.

Ao final do estudo, verificou-se que, para as brotagdes apicais e segmentos nodais, 0
processo de assepsia constando de imersdes em solucdo de benomyl (4g.L™") durante 24
horas e solucdo de hipoclorito de sédio a 20% + tween 20 durante 20 minutos, foi o mais
eficiente, promovendo uma média de 81,7% de sobrevivéncia dos explantes; Para indugéo
de brotos, o tratamento contendo 4,0 mg.L’1 de BAP + 6,0 mg.L'1 de AIA, proporcionou a

melhor média, 1,50 brotos/explante, seguido do tratamento com 4,0 mg.L'l de BAP + 6,0
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mg.L™" de ANA, cuja média foi de 1,45 brotos/explante; Para o parametro enraizamento, 0
meio contento 3,0 mg.L' de ANA, foi o mais eficiente, com uma média de 1,68
raizes/explante, seguido do tratamento contendo 6,0 mg.L™ de ANA, cuja média foi 1,39. Ja
em relacdo a formacao de calos, todos tratamentos proporcionaram calogénese, porém, o
meio contendo 4,0 mg.L"! de BAP + 6,0 mg.L™" de 2,4-D, foi o melhor, apresentando uma
média de 1,45 calos/explante, seguido do tratamento, com 4,0 mg.L™* de BAP + 3,0 mg.L™
de 2,4-D, cuja média foi 1,39. Para os fragmentos foliares, a assepsia constando de imerséo
em solucdo de benomyl (4g.L™") durante 20 horas, seguida de imersdo em solucdo de
hipoclorito de sédio a 20% + 3 gotas de tween 20 durante 15 minutos, foi a melhor,
promovendo uma média de 80% de sobrevivéncia dos explantes. Para organogénese foliar,
o tratamento F3 contendo 5,0 mg.L* de ANA e o tratamento F5 contendo 5,0 mg.L™ de 2,4-
D, obtiveram os melhores indices de formacg&o de calo nas folhas, ambos com média de 1,4
calos/explante. Para o processo de aclimatacdo, nenhum dos substratos, mostrou eficiéncia
para a adaptacdo as novas condigbes ambientais das plantulas enraizadas in vitro. O indice
de sobrevivéncia foi zero para todos os tratamentos em menos de 30 dias apés o
transplantio, onde as plantulas apresentaram necrose completa com perda de folhas, e

aparecimento de fungos em algumas repeticoes.
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ABSTRACT

IN VITRO VEGETATIVE PROPAGATION OF Aniba rosaeodora Ducke (Lauraceae).

Author: Lyana Silva Jardim
Adviser: Dr. Paulo de Tarso Barbosa Sampaio

Rosewood (Aniba rosaeodora Ducke), is a specie of great economic value for
producing the essential oil linalol, used for perfume industry, causing intense exploration of
the natural populations, and its disappearance in the areas of easy access. Like this, the
purpose of this study was to establish a protocol for rosewood in vitro propagation, using
apical and nodal segments and leaves, aiming at new techniques for specie’s reproduction.
Firstly, the explants were submitted to differents process of disinfection, using solution of
benomyl (4g.L™), solution of sodium hipoclorite in 15% and 20%, with tween 20, in differents
time exposure. After the explants were inoculated in MS medium, with 30g.L™ of sucrose and
8g.L™ of agar added to it , and they were left in dark conditions for 48 hours in B.O.D under
26°C, and led to culture room. After, the apical and nodal segments, apparent healthy, were
submitted to buds, roots and callus induction. They were transferred to culture medium
containing growth regulators: BAP (0,0 e 4,0 mg.L ), AIA, ANA and 2,4-D (0,0; 3,0 e 6,0
mg.L™"), and their respective combinations. The design was complete randomized in
arranged factorial 9 X 2, with 18 treatments, each one with 15 replications. For the folial
segments, were used: BAP, TDZ, ANA, AIA and 2,4-D (5,0 mg.L™) to induction of foliar
organogenesis. The design was randomized blocks consisted of 6 treatments, each one with
8 blocks e 2 replications. After 90 days, the plantlets took root in vitro were transplanted in
plastic glass covered for transparent plastic sack, and evaluated in three kids of substratum
for the acclimatization process. The first and the second substratum contained dark soil, clay
and sand in proportions 2:1:1 and 1:2:1 (v/v) covered for vermiculite respectively; and the
third substratum contained for vermiculite just.

At the end of the study, the results indicated that the best process of disinfection for
the apical and nodal segments was the use of benomyl solution (4g.L™") during 24 hours,
following the solution of sodium hipoclorite in 20% with tween 20, during 20 minutes, with
81,7% of survival of the explants. For the buds induction, the treatment containing 4,0 mg.L'l
of BAP + 6,0 mg.L'l of AlA, showed the best, with the average of 1,50 buds/explant, followed
by the treatment with 4,0 mg.L™ of BAP + 6,0 mg.L™ of ANA, which the average was 1,45
buds/explant. For the rooting induction, the best medium was containing 3,0 mg.L™ of ANA,

showing 1,68 roots/explant, followed by the treatment with 6,0 mg.L'1 of ANA, showing an
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average of 1,39. For the callus induction, all the treatments formed callus, therefore, the
medium containing 4,0 mg.L™* of BAP + 6,0 mg.L™" of 2,4-D, showed the best result, with
1,45 callus/explant, followed by the treatment with 4,0 mg.L™ of BAP + 3,0 mg.L™ of 2,4-D, of
which an average was,1,40 callus/explant. For the folial segments, the best disinfection was
the use of benomyl solution (4g.L™") during 20 hours, followed by the solution of sodium
hipoclorite in 20% with three drops of tween 20, during 15 minutes of exposure, showing
80% of survival of the explants. For the folial organogenesis, both treatments, F3 containg
5,0 mg.L™ of ANA and F5 containg 5,0 mg.L™ of 2,4-D, presented the best results for the
callus induction, with an average of 1,4 callus/explant (both treatments). For the
acclimatization process, none of the substratum presented efficiency for the plantlets
adaptation in the new environmemtal conditions. The survival percentage of the explants for
all the treatements was zero. In less of 30 days after the transplant, the plantlets presented
complete necrose with partial lost of the leaves, and appearance of fungi in some

replications.

Key words: 1. Aniba rosaeodora Ducke; 2. In vitro propagation; 3. Growth regulators.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Nos Ultimos anos os processos de desmatamento tém proporcionado perdas
significativas na biodiversidade amazénica. A flora rica em espécies medicinais, florestais e
frutiferas, vem sofrendo intensa exploracao extrativista reduzindo o fornecimento de matéria-
prima para industrias, e, consequentemente, de suas popula¢des naturais, tornado-as parte
das espécies estimadas de extingdo, como a Aniba rosaeodora Ducke, segundo a lista
oficial divulgada pelo IBAMA, em 3 de abril de 1992.

Aniba rosaeodora Ducke, popularmente conhecida como pau-rosa, € uma espécie
florestal pertencente a familia das Lauraceas, considerada de grande valor econdmico para
0 pais. A arvore é explorada principalmente por produzir o 6leo essencial Linalol, obtido a
partir da destilacdo de sua madeira, folhas e raizes, utilizado pelas industrias de perfumaria
como fixador.

Apesar dessa espécie ser propagada sexuada e assexuadamente, apresenta baixa e
irregular producdo de sementes, que aliada a elevada predacdo por passaros, insetos e
roedores, limita a recomposi¢cdo das popula¢des naturais das matas e de plantios ex situ,
fazendo da técnica de regeneracdo de plantas in vitro, uma alternativa, para producdo de
mudas da espécie.

A técnica consiste, basicamente, em cultivar um tecido ou érgdo do vegetal, em um
meio nutritivo artificial em condi¢gfes assépticas e controladas, possibilitando o 6timo estado
fitossanitario das plantas (Torres e Caldas, 1990), e a obteng&o de clones idénticos a planta
matriz. Além da técnica propagar, recupera plantas livres de virus, conserva o genoétipo da
espécie, permite o intercambio de germoplasma e auxilia programas de melhoramento
através da transformacédo genética de plantas, permitindo-nos obter um grande numero de
clones selecionados e uniformes, em curto espagco de tempo (Murashige, 1974; Grout,
1990).

Considerada uma técnica biotecnolégica, a regeneracdo de plantas in vitro vem
assumindo um papel importante na propagacédo em larga escala de espécies de interesse
econdmico, principalmente para aquelas caracterizadas por um longo periodo de maturacéo,
baixa viabilidade de sementes, e de dificil propagacao através dos métodos convencionais.

Como as espécies nativas da regido ndo apresentam técnicas adequadas de
propagacao clonal, a cultura de tecidos surge como uma alternativa praticavel dentro deste
contexto.

Hoje, diversas séo as espécies florestais das quais sdo obtidos resultados positivos

No que se refere a esta técnica, eucaliptus € um exemplo. Isto indica que a propagagéao in
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vitro de pau-rosa, utilizando brotagfes apicais, segmentos nodais e folhas, pode tornar-se
um meio para reproducdo, conservacao e utilizacdo do potencial econdmico desta espécie,
agregando valores para sua comercializacdo e multiplicando gendétipos selecionados

disponiveis para produtores de mudas e plantios ex situ, recuperando assim, florestas
nativas da regido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aniba rosaeodora Ducke

2.1.1. Descrigéo Botanica

A Aniba rosaeodora Ducke, € uma espécie florestal pertencente a familia das
Lauraceas, conhecida mais comumente como pau-rosa, mas também como: pau-rosa-
italba, pau-rosa mulatinho no Brasil; rosewood na Guiana; bois-de-rose, bois-de-rose
femelle na Guiana Francesa e enclit-rosenhout no Suriname.

E uma arvore de grande porte, podendo atingir até 30 m de altura por 2 m de
didmetro. Possui tronco reto e cilindrico com casca pardo-amarelada ou avermelhada que
se desprende facilmente em grandes placas (Ducke, 1938; Kubitzki e Renner, 1982).

Suas folhas sdo obovada-elipticas ou lanceoladas, possuem base obtusa e
imediatamente arredondada, com o apice bastante acuminado e de margens planas ou
levemente recurvadas. A superficie superior é glabra, coridcea e verde escura e a inferior
levemente pubescente e amarela palido (Ducke, 1938; Kubitzki e Renner, 1982).

A inflorescéncia possui forma de uma panicula sub-terminal, com mdltiplas flores
localizadas nas axilas das bracteas caducas ou das folhas persistentes, densamente
ferruginea-tomentosa, com 4 a 17 cm de comprimento (Ducke, 1938; Kubitzki e Renner,
1982).

Sua flor é hermafrodita, pequena, de cor ferruginea-tomentosa. O perianto tem 6
sépalas eretas podendo ser iguais ou ndo. HA comumente 9 estames, e suas anteras
possuem valvulas que se abrem geralmente para cima liberando o pdlen. O pistilo é
tomentoso. O ovario é elipsdide ou ovoide, glabro ou piloso incluindo o tubo floral (Ducke,
1938; Kubitzki e Renner, 1982).

Os frutos sdo do tipo baga, com uma cupula cbnica espessa, de superficie externa
aspera de cor marrom-esverdeada, e superficie interna glabra de cor marrom. A baga é de
forma obovoide a ovoide, de cor verde quando imatura e roxa-escura quando madura,
contendo apenas uma semente (Ducke, 1938; Kubitzki e Renner, 1982).

Sua semente é do tipo ovéide, com tegumento delgado, liso e opaco, de cor marrom-
clara com estrias longitudinais marrom-escuras. Possui 2 cotilédones grandes, convexos,
duros, lisos, de cor creme. O eixo embriondrio é reto, central, proximo a base, com 3 mm de

comprimento também de cor creme (Ducke, 1938; Kubitzki e Renner, 1982).
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2.1.2. Distribuicdo geografica

O pau-rosa ocorre na Guiana Francesa, distribuindo-se ao longo do escudo das
Guianas, nas bacias dos Rios Tapanahoni e Gonini no Suriname e na Regido Amazonica da
Venezuela, Colbmbia e Peru, mais precisamente em lquitos, Rio Napo e Pucalpa (Costa et
al., 1995). No Brasil, segundo a Sudam (1972), a espécie ocorre desde o Estado do Amapéa
no nordeste amazénico, seguindo as duas margens do Rio Amazonas e tributarios até o
Peru a noroeste. Ela ocorre também desde a regido centro-sul do Estado do Para até a
bacia do Rio Purus no sul do Estado do Amazonas (Ducke, 1938; Mitja e Lescure, 1996).

Em estudos recentes de May e Barata (2004), é relatado que populagbes de pau-
rosa podem ser encontradas nas proximidades do Velho Buriti, Maués, Jamunda e nos Rios
dos Oyapoc. A espécie pode ser encontrada tanto em floresta de terra firme Umida como
também em é&rea de campinarana, presente nas regides norte e central da Amazbnia
(Kubitzki e Renner, 1982).

2.1.3. Fenologia

Estudos fenoldgicos mostraram que na Amazodnia Central h4 uma grande variagdo
para as fenofases de floracdo e frutificagdo entre os individuos da espécie, nao
apresentando necessariamente uma frutificacdo anual (Sampaio et al., 2003).

Segundo estudos de Spironello et al (2001), ha dois picos de floragdo para as
arvores de um plantio na Reserva Adolpho Ducke em Manaus: o primeiro, no final de abril a

inicio de maio, e o segundo, no final de junho.

2.1.4. Propagacao

O pau-rosa pode ser propagado via sementes ou assexuadamente, por meio de
estaquia (Rosa et al., 1999; Vieira, 1972). A producdo de mudas feita por semeadura, pode
ser realizada diretamente em sacos plasticos individuais ou em sementeiras para posterior
repicagem. As sementes ndo apresentam dorméncia e sdo recalcitrantes, ndo tolerando,
portanto, o dessecamento, devendo ser armazenadas com um teor de agua acima de 40%.
Na semeadura podem ser colocadas de 1 a 2 cm de profundidade sem interferir na taxa de

germinagdo, porém o grau de maturagdo dos frutos influéncia no processo de germinacao.
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Sementes provenientes de frutos mais maduros, de coloragcdo roxa escura, apresentam
maior percentagem de germinacao (Rosa et al., 1999).

O pau-rosa € uma espécie que ndo exige substrato especifico, porém, o
desenvolvimento das mudas em viveiro € favorecido, quando as sementes sao colocadas
em substrato organo-arenoso aliado a um sombreamento entre 30 a 50%, pois nestas
condi¢Bes, sdo simulados sitios preferenciais de regeneracao natural em clareiras (Rosa et
al., 1997; Marques et al., 1999).

Segundo estudos de Sampaio (1987), o pau-rosa também pode ser propagado
assexuadamente por meio de estaquia. Em suas pesquisas, ramos juvenis da espécie sem
nenhum tratamento hormonal, enraizaram em média 70%, favorecendo desta forma,
possibilidades de selecdo de material de alta qualidade para plantagbes experimentais e

comerciais de pau-rosa.

2.1.5. Uso e Comercializacao

O uso principal do pau-rosa é a extracao de seu 6leo essencial, que € constituido
principalmente por um metabdlito secundario conhecido como linalol, substancia esta usada
como fixadora de perfumes pelas grandes multinacionais estrangeiras.

Sua madeira possui ainda, usos secundarios muito raros na industria madeireira,
pois é facil de se trabalhar e permiti a confeccdo de acabamentos esmerados (Loureiro et
al., 1979).

O comércio do 6leo essencial do pau-rosa teve inicio historicamente, na Guiana
Francesa, no Amapa e no Para. Hoje, este 6leo é obtido somente do Brasil, e o Unico porto
de exportacdo € o de Manaus, no Estado do Amazonas. As operagcfes de colheita e
destilacdo séo limitadas nos municipios de Parintins, Rio Madeira, Presidente Figueiredo,
Manicoré e Maués (May e Barata, 2004).

Apesar do linalol estar presente em todas as partes da arvore, Aradjo et al (1971)
indicam que o rendimento para a extragdo do 6leo é de 1,1% da biomassa da madeira e
2,4% das folhas, porém, o 6leo, ainda € extraido basicamente da madeira, 0 que promove
uma reducdo drastica de populacdes naturais da espécie.

Atualmente os principais paises importadores do pau-rosa sao: Estados Unidos,
Alemanha, Franga, Espanha, Paises Baixos e Reino Unido (Ohashi, et al., 1997).

Projetos de pesquisa interinstitucionais investigam possibilidades provaveis para a
realizacdo de um manejo sustentavel do pau-rosa. Estudos recentes mostram que podas

realizadas na copa das arvores estimulam o rebrotamento, tornando possivel uma producao
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de 6leo a partir de galhos e folhas, reduzindo, assim, a necessidade da exploragéo inteira da
arvore, indicando que o método pode ser considerado como uma alternativa para o manejo

sustentavel da espécie (Spironello et al., 2001).

2.2. Regeneracao de plantas in vitro

Apesar da grande utilizacdo da regeneracdo de plantas in vitro em processos
biotecnoldgicos, pouco ainda se conhece a respeito dos mecanismos envolvidos na
aquisicdo de competéncia para regeneracéo de plantas. O que se pode dizer € que todos 0s
processos tecnologicos sdo derivacdes de conhecimentos basicos adquiridos em varios
campos da ciéncia, como a fisiologia e a genética vegetal, e, mais especificamente, a sub-
area: desenvolvimento (Peres, 2002).

O que se sabe ao certo, € que, a regeneracdo de plantas in vitro, baseia-se na
capacidade da totipoténcia celular, isso significa que, células isoladas nédo diferenciadas,
orgdos ou tecidos vegetais, quando cultivados em um meio de cultura asséptico apropriado,
podem dividir-se indefinidamente, e até diferenciar-se, formando parte da planta, ou entéo, a
planta inteira, multiplicando e clonando milhares de individuos num curto espaco de tempo
(Ramalho et al., 1997).

Hoje a aplicacdo comercial desta técnica, concentra-se principalmente na limpeza
clonal e na multiplicacdo de espécies ornamentais herbaceas e arbustivas, seguindo
posteriormente, as lenhosas, principalmente as arvores-elite de esséncias florestais de

rapido crescimento, como a andiroba e o eucaliptus (Grattapaglia e Machado, 1998).

2.3. Explantes

Na terminologia da cultura de tecidos, explante é qualquer tecido oriundo de uma
planta capaz de iniciar uma cultura in vitro, podendo ser ele, um apice caulinar ou radicular,
uma gema axilar, um segmento nodal, um fragmento foliar, uma antera, um ovario ou
embrido, e etc (Cid, 2002).

Tais explantes podem formar plantas inteiras diretamente, ou passar por uma etapa
intermediaria de calo antes de forma-las. Esse calo, conceitualmente, é a aglomeracéo de
células ndo diferenciadas em continua proliferacéo celular, que quando cultivados em meio
de cultura apropriado, acrescido com reguladores de crescimento, propiciara a formacéo de

brotos, raiz ou até mesmo de frutos (Cid, 2002). Esse desenvolvimento é dado devido a dois
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tipos de processos de regeneracdo: a organogénese ou embriogénese, muito caracteristicos
na regeneracdo de plantas in vitro (Peres, 2002).

Teoricamente qualquer tecido pode ser utilizado como explante. Porém, na sele¢éo
deste, deve-se levar em consideracdo, aquele que possui maior proporcdo de tecido
meristematico, ou que tenha maior capacidade de expressar a totipoténcia celular
(Grattapaglia e Machado, 1998).

Em estudos de Dantas et al. (2002), com uma cultivar de pereira denominada
Housui, os autores verificaram que os 4pices desta espécie promoveram maior média de
brotos por explante (3,2 brotos) do que 0s seus meristemas, cuja média foi de 1,5 brotos por
explante. O fato confirmou, conseqientemente, que a formacédo de plantulas in vitro, é
facilitada com a utilizagdo de apices caulinares, pois eles possuem estrutura mais definida
gue o meristema, uma vez que o ultimo nem sempre resulta na formacéo de uma plantula,
6rgao ou tecido.

J& Murashige (1974), observou que a capacidade de formacdo de parte aérea em
segmentos nodais de fumo, decresce com o aumento da distancia em relacdo ao apice.
Porém Yu e Meredith (1986), observaram, em diversas variedades de videira (Vitis vinifera
L.), que a sobrevivéncia e a multiplicacdo in vitro, foram maiores em explantes de gemas
laterais do que os isolados de gemas apicais, 0 que nos leva, desta forma, a realizar mais
estudos para o estabelecimento de protocolos de micropropagacéo, utilizando diferentes

tipos de explantes, com as inUmeras variedades de espécies vegetais.

2.4. Organogénese e Embriogénese

Nos dois processos de regeneracdo: organogénese e embriogénese, existe a
necessidade do estabelecimento de células competentes no explante inicial. Tanto as
células meristematicas quanto as células embriogénicas, podem se formar posteriormente
ou estar pré-existentes no explante (Peres, 2002).

Se o0 explante possuir células meristematicas ou embriogénicas, ocorrera
organogénese direta ou embriogénese direta, respectivamente. Porém, quando o explante
possuir a necessidade de desdiferenciar-se, com a consequente formacéo de calo, prévia ao
estabelecimento das células componentes, ocorrera organogénese ou embriogénese
indireta (Peres, 2002).

Desta forma, podemos dizer, que, a organogénese em cultura de tecidos vegetais, é
a formacdo de érgaos in vitro, a partir de meristemoides: células capazes de se dividirem

ativamente e produzir precursores de tecidos primarios de Orgdos, processo em geral,
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estimulado por citocininas. Neste processo de regeneracdo, sera denominada direta,
quando o desenvolvimento de um 6rgéo ou da plantula inteira, partir diretamente do tecido
do explante, sem passar por fase de calo; e serd denominada indireta, quando houver o
desenvolvimento de érgdos a partir de uma massa nao diferenciada de células, ou calo,
originado do explante (Borém e Vieira, 2005).

J& a embriogénese somatica, € dada pelo processo de diferenciacdo de embrides
soméaticos a partir de tecidos vegetais ou, mais usualmente, de calos derivados de
explantes, em geral embrionarios. Neste processo, a forma direta se dara pela formacéo de
embrides somaticos, em cultura in vitro, sem passar pela fase de calo. E a forma indireta se
dara pela
formacao de embrides somaticos, em cultura in vitro, a partir de calos oriundos de explantes
(Peres, 2002).

2.5. Fatores externos que afetam o crescimento das plantulas in vitro

A propagacao in vitro pode ser vista como um cultivo realizado numa estufa ou
camera de crescimento em miniatura, e 0s explantes cultivados, como segmentos
vegetativos, comparados com o0s de estaquia. Contudo, este ambiente fisico in vitro é
bastante diferente quando comparado ao ambiente de uma estufa convencional, pois
raramente promovera problemas fisiol6gicos e patolégicos para as plantas cultivadas no
sistema convencional (Debergh and Maene, 1984). Em frente disso, estudos mais
especificos referentes a estes aspectos devem ser mais enfocados para se entender melhor
o desenvolvimento destes explantes em sistemas in vitro.

Segundo Aitken-Christie et al. (1995), o ambiente fisico do sistema in vitro é
caracterizado principalmente por ter: alta umidade relativa (UR); temperatura constante,
geralmente estipulada de acordo com o habitat natural da espécie trabalhada; alta taxa de
CO.,; altas concentracdes de acucar, sais e reguladores de crescimento no meio de cultura;
acumulacdo de substancias toxicas; e auséncia de microrganismos. Estas condicdes
guando controladas, raramente causam baixas taxas de transpiracdo, fotossintese, perda
lenta de agua, nutrientes e CO, para os explantes. Porém, quando ocorre, alta taxa de
respiracdo noturna, um desenvolvimento pobre do explante é promovido in vitro.

De acordo com pesquisas de Jeong et al. (1995), micro-ambientes controlados,
promovem as plantulas um bom crescimento e desenvolvimento, reduzindo

significativamente desordens morfoldgicas e fisiolégicas que possam ocorrer com elas.
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Desta forma, o estagio de aclimatizacdo das plantulas adquiridas in vitro, resulta em mudas
vigorosas com os custos de producéo significativamente reduzidos.

Neste contexto é que se faz importante, analisar os fatores que influenciam o
ambiente aéreo e o ambiente da zona radicular das espécies cultivadas in vitro, pois o
ambiente interno in vitro, é influenciado direto e indiretamente pelo ambiente externo (Kozai
et al., 1997).

Os fatores ambientais descritos a seguir, ttm uma influéncia no crescimento e
desenvolvimento das plantulas durante todo o periodo do cultivo. Os niveis destes fatores,
tanto no comeco, quanto durante o cultivo, devem ser controlados para maximizar as
culturas. Por um lado, a maioria dos fatores fisicos podem ser mantidos em um conjunto de
pontos desejaveis do inicio ao fim do cultivo, por outro lado, a maioria dos fatores quimicos,
aumentam ou diminuem no meio de cultura, atingindo o crescimento das plantulas, a ndo
ser que se introduza um sistema continuo de abastecimento como biorreatores, para que,

entdo, elas ndo sejam afetadas (Kozai et al., 1997).

25.1. Luz

A distribuicdo dos espectros de luz de diferentes fontes de luminosidade varia
significativamente no sistema de cultivo in vitro. Embora nas salas de crescimento sejam
usadas lampadas brancas tipo fluorescente, a composicdo espectral varia conforme as
marcas comerciais oferecidas no mercado (Bickford e Dunn, 1978).

A luz é necesséaria para a plantula, sob trés aspectos importantes: fotossintese,
fotomorfogénese e fototropismo, justificando por isso, a sua inclusdo nas salas de
crescimento (Cid, 2002).

Para se controlar a fotomorfogénese das plantulas in vitro, por exemplo, diferentes
tipos de diodos emissores de luz podem ser utilizados também para emitirem luz azul, ou
vermelho, a um baixo custo. A utilizacdo desses diodos para o crescimento de plantulas in
vitro seria uma alternativa pratica para o sistema convencional de luminosidade (Miyashita et
al., 1995).

J& as lampadas brancas fluorescentes, foram as fontes primarias de luz utilizadas na
micropropagacgdo. Sua utilizagdo é vélida desde que seus espectros combinem com a
necessidade das culturas in vitro, pois, elas dao uma distribuicdo horizontal relativamente
uniforme da densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (photosynthetic photon flux density
(PPFD) sobre as prateleiras das estantes em que se encontram os frascos ou tubos de

ensaio contendo as culturas. Essa distribuicdo € muito dependente sobre o tipo de vaso
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(frascos de cultura ou tubos de ensaio) e tampas utilizadas para o cultivo, assim como, 0
arranjo espacial destes vasos (Aitken-Christie et al., 1995).

A fonte de luz é geralmente instalada acima dos frascos, e as plantulas recebem
uma iluminacdo para baixo. Como as plantulas crescem, um aumento na quantidade de
energia de luz, € interceptada pela parte superior das plantulas, e somente uma pequena
quantidade de energia alcanca as partes mais baixas. Ja na iluminacao lateral, por exemplo,
as plantulas recebem mais quantidade de energia de luz e sdo uniformemente distribuidas
por todas as partes.

Segundo Aitken-Christie et al. (1995), plantulas de batata (Solanum tuberosum L.),
com o comprimento dos brotos reduzidos e é&rea foliar aumentada, foram produzidas
utilizando iluminagéo lateral. Os resultados permitiram concluir que, luz lateral, fibras Opticas
ou outras fontes de luz pequeninas ou ténues, podem ser utilizadas também na
micropropagagao.

Outra configuragdo relacionada ao efeito da luz que influencia o crescimento das
plantulas in vitro, € o fotoperiodo. Morini et al. (1990) trabalhando com péra (Pyrus
communis L.), testaram o efeito de diferentes ciclos de fotoperiodo. Os autores verificaram
que o crescimento de brotos desta espécie foi significativamente maior com um ciclo de 4
horas de luz e 2 horas no escuro, quando comparado ao ciclo convencional de 16 horas de
luz e 8 horas de escuro. Isto provavelmente modifica, de acordo com a cultura estudada.

Assim de modo geral, a luz deve ser analisada separadamente levando-se em conta
a irradiancia e o fotoperiodo para cada espécie. Desta maneira entdo, se fornecera o melhor

protocolo na maximizagao da producao de espécies vegetais in vitro.

2.5.2. Temperatura

A temperatura é outro fator importante no sistema de cultivo in vitro. Geralmente em
salas de crescimento, a temperatura a ser utilizada para determinadas espécies, tem como
base, aquela encontrada em seu habitat natural. Sendo assim, um sistema de ar refrigerado
acionado a um termostato, é utilizado para manter a temperatura fixa que varia de 24° a
27°C (Cid, 2002).

Normalmente, a temperatura dentro do vaso da cultura é aproximadamente 1°C
mais alta do que a temperatura do lado de fora do vaso, durante o fotoperiodo convencional
(Aitken-Christie et al., 1995). Embora, que, todas as precaucdes sejam tomadas para manter
as variaces de temperatura sob controle, problemas de condensacao da agua nas paredes

destes materiais, sempre ocorre nas placas, frascos ou tubos de ensaio.
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Em estudos de Kozai et al. (1992) com batata, os autores descreveram o efeito das
diferencas entre o fotoperiodo e temperatura no periodo noturno, e os niveis da densidade
de fluxo de fotons fotossintéticos sobre a morfogénese e crescimento das plantulas dessa
espécie in vitro. Apds a andlise dos tratamentos, verificaram que o comprimento dos brotos
foi maior com o aumento do fotoperiodo e a baixa temperatura no periodo noturno, tanto
com baixos ou altos niveis de densidade de fluxo de fétons fotossintéticos. Ja 0s pesos seco
e fresco das plantulas foram similares entre os tratamentos de fotoperiodo e temperatura no
periodo noturno. Verificaram, também, que, o fotoperiodo e a temperatura no periodo
noturno, podem ser um caminho eficiente no controle da altura de plantulas cultivadas in

vitro, com custos minimizados de aquecimento e resfriamento nas salas de cultura.

2.5.3. Umidade Relativa (UR)

A mudanca da agua para o estado liquido e gasoso entre a planta, o ar e 0 meio de
cultura no frasco de cultura, assim como, as caracteristicas do ambiente fora do frasco,
tornam-se importantes regras no crescimento e desenvolvimento da planta cultivada in vitro
(Kozai et al., 1997).

Segundo Ziv et al. (1983) e Schloupf et al. (1995), a umidade relativa € normalmente
alta dentro do frasco de cultura, no qual induz um desenvolvimento anormal das folhas,
assim como a hiperhidricidade dos brotos e a transpiracéo excessiva da plantula.

A umidade relativa (UR) contida no frasco, é altamente dependente do nimero de
mudangas gasosas por hora, entre o frasco de cultura e a UR da sala de crescimento
(Aitken-Christie et al., 1995); este fator, vinculado as correntes lentas de ar contidas nos
frascos, tornam baixo, o coeficiente de difusédo do ar no frasco de cultura, fazendo com que
0 CO; e 4gua figuem limitados para o processo de fotossintese e transpiracdo (Kozai et al.,
1997).

Em exemplo, Kozai et al. (1993), cultivando plantulas de batata in vitro durante 22
dias sob diferentes condi¢cdes de UR, observaram um aumento no comprimento dos brotos
proporcional ao aumento da UR. Do mesmo modo, verificaram que a area especifica foliar
(m?.gDW™) foi reduzida com a diminuicdo da UR, enquanto que ndo houve diferenca
significativa no peso seco das plantulas entre os diferente tratamentos.

Assim, é, valido, afirmar que, o tipo de frasco de cultura utlizado, afeta na
composicao dos gases das culturas em estudo; e, que, portanto, no ambiente em questao, a
luz e UR, interferem, conseqlientemente, na hiperhidricidade e no crescimento das plantulas

cultivadas in vitro.
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2.6. Descontaminacéo superficial dos explantes

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), a maior dificuldade na cultura de
tecidos é a desinfestacdo dos explantes. Por isso, pré-tratamentos aplicados nas plantas
matrizes sdo determinantes para seu sucesso, principalmente, quando se trabalha com

espécies possuidoras de microrganismos enddgenos.

Tecidos de plantas excessivamente contaminados devem ser lavados em solugéo
fraca de detergente e enxaguadas varias vezes em agua destilada antes da esterilizacao.
Segundo Lebowitz (1995), o hipoclorito de sédio (NaOCI) é mais apropriado em solucdes
contendo de 0,025 a 0,25% do mesmo. Alguns agentes emulsionantes como Tween ou
Triton sdo utilizados em baixa concentracdo e adicionados as solu¢cdes descontaminantes
para assegurar gue esses agentes quimicos entrem em contato com toda a superficie do
tecido. ApOs a esterilizacdo superficial, recomenda-se no minimo trés enxaguadas

sucessivas de agua autoclavada para remover residuos dos agentes quimicos.

As concentragfes das solugbes desinfestantes assim como as combinacfes dos
principios ativos desinfestantes e o0s tempos de exposicdo podem variar muito.
Considerando a sensibilidade do tecido a ser desinfestado, a concentragdo da solucéo, e o
tempo de exposicdo sdo itens manipulados de maneira inversamente proporcional. Em
estudos com eucalipto (Eucalyptus citriodora), Gupta et al (1981) desinfestaram gemas
axilares com cloreto de mercurio a 0,05%, durante 15 minutos. J& Fereol e Ducreux (1981),
trabalhando com mandioca (Manihot esculenta Crantz), esterilizaram fragcbes do caule,
possuindo uma gema, com alcool a 70%, durante 10 minutos. Depois o material foi imerso
em soluc&o de hipoclorito de célcio (17g.L™) durante 30 minutos, e em seguida, lavados com

agua autoclavada durante 15 minutos.

Produtos bastante utilizados também na desinfestagdo de explantes sdo os
fungicidas sistémicos, principalmente, no que se refere a eliminacdo de microrganismos
endogenos. Porém, seu uso, ndo deve ser substituido pelas técnicas de assepsia do
explante no momento do estabelecimento in vitro. Geralmente, as concentracbes dos
fungicidas utilizadas no processo de desinfestacéo, variam muito de espécie para espécie,
sendo necessério, cuidado na escolha do produto. Benomyl é o mais indicado, segundo
Grattapaglia e Machado (1998), pois apresenta amplo espectro de acao, e € pouco toxico as

culturas nas concentracdes necessarias para o controle de fungos.

Em estudos com Camellia sinensis, arbusto conhecido popularmente como cha,
provenientes do campo, Haldeman et al (1987), utilizaram concentracdes de 1 a 2 g.L™* da

formulacao comercial Benlate, para a eliminacdo de contaminacao fungica de apices da
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espécie. J4 Hauptmann et al (1985), utilizaram a concentragcdo de 50 mg.L*, para a
eliminacéo de Penicillium em culturas de protoplastos de diversas outras espécies.

2.7. Meios de Cultura

O meio de cultura é, basicamente, um meio nutritivo que deve suprir tecidos e érgaos
vegetais cultivados in vitro, com nutrientes necessarios para 0 crescimento e
desenvolvimento dos explantes utilizados. Sua composicdo deve fornecer macro e
micronutrientes, uma fonte de carboidrato que geralmente é a sacarose, que substitui o
carbono que a planta normalmente fixa da atmosfera pela fotossintese, e, certos
componentes organicos como vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento, que
proporcionam um crescimento maior para as plantulas cultivadas in vitro (Pasqual et al.,
1997).

Vale ressaltar que os meios de cultura por consistirem em uma parte essencial da
cultura de tecidos, tém evoluido juntamente com a biotecnologia, pois controlam
praticamente todo o crescimento e morfogénese dos explantes in vitro. Em paralelo, os
meios de cultura devem ser trabalhados com a escolha do explante, as condicbes de

temperatura e luminosidade em que 0os mesmos sao mantidos (Pasqual et al., 1997).

A planta quando cultivada em condigbes in vitro apresenta caracteristica
heterotréfica, necessitando, assim, para 0 seu crescimento e desenvolvimento, de um
substrato adequado. As exigéncias nutricionais para o crescimento 6timo das plantas in
vitro podem variar com a espécie, €, mesmo na prépria planta, pois explantes de diferentes
partes podem requerer meios especificos para o crescimento e desenvolvimento de uma

plantula inteira ou parte dela.

A literatura mostra que o meio MS (Murashige e Skoog), apresentado no Quadro 1, é
um dos meios mais utilizados, por apresentar uma constituicdo muito rica em minerais,

principalmente altos niveis de nitrato, potassio e amonio.

Além do meio de cultura MS, existem ainda o meios de White, B5 e WPM (Wood
Plant Medium) que diferenciam-se na composicdo de seus nutrientes e vitaminas, ou

apenas na concentracdo dos macro e micronutrientes (Caldas et al.,1998).
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Quadro 1: Composi¢do quimica do meio MS, conforme Murashige e Skoog (1962) e

suas respectivas concentracoes:

ESTOQUE SAL P.M. SOLUCAO FINAL
| NH,NO; 80,04 1,649 mg.L™* 20,6 m mol.L™
" I KNO; 101,11 1,900 mg.L™* 18,8 m mol.L™
% 1l CaCl, 2H,0 147,02 440 mg.L™? 3,0 mmol.L"
% MgSO,47H,0 246,50 370 mg.L™ 1,5 m mol.L™?
é \Y; KH,PO, 136,09 170 mg.L™? 1,25 m mol.L™*
é Na,EDTA.2H,0 372,25 37,23mg.L" | 0,100 m mol.L™"
\Y FeS0,7H,0 278,03 27,80 mg.L™ | 0,100 m mol.L™
Hs;BO; 61,83 6,2 mg.L™ 0,100 m mol.L™*
@ MnSO,H,0 169,01 | 16,90 mg.L* | 0,200 m mol.L?
E ZnS0,7H,0 287,54 8,63 mg.L" 0,030 m mol.L™*
; Vi Na,Mo0,2H,0 241,95 0,25 mg.L™ 0,001 m mol.L*
% CoCl,6H,0 237,93 0,025 mg.L™ | 0,0001 m mol.L™
= CuS0,.5H,0 249,68 0,025 mg.L™* | 0,0001 m mol.L™
Inositol 180,2 100 mg.L*! 0,55 m mol.L™*
% Tiamina 337,27 0,1 mg.L? 0,0003 m mol.L*
5 Vil Piridoxina 205,64 0,5mg.L* 0,0024 m mol.L™
? Ac. Nicotinico 123,11 0,5mg.L* 0,004 m mol.L*




2.8. Reguladores de Crescimento

Assim como nos animais, o desenvolvimento de plantas € fundamentalmente
controlado por substéncias reguladoras de crescimento (Peres, 2002). Esses reguladores
sdo compostos organicos, que, em baixas concentracdes, promovem, inibem, ou, ainda,
modificam o crescimento do vegetal (Pasqual et al., 1997).

Na cultura de tecidos, o uso destes compostos no meio de cultura, possibilita um
controle no crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro. A inducdo da
parte aérea ou do sistema radicular dos explantes utilizados, seria praticamente impossivel
sem a adi¢éo dos reguladores de crescimento ao meio de cultura, pois eles na maioria das
vezes, direcionam o metabolismo dos explantes utilizados para o processo desejado in vitro
(Pasqual et al., 1997).

O desenvolvimento de 6rgaos, como folhas e caules, envolve uma seqléncia
ordenada de fases da divisdo celular e extenséo das células, havendo uma coordenacédo do
crescimento, de acordo com o tempo. Através de varios estudos, € de conhecimento que
hormdnios desempenham um papel vital no controle do crescimento, ndo somente na planta

como um todo, mas também, em seus 6rgéos.

Em estudos com mogno (Swietenia macrophylla King), Lopes et al. (2001), induziram
0 enraizamento em 4&pices e brotacdes desta espécie, ao utilizarem ANA (acido
naftalenoacético), nas concentracdes 2,0 e 5,0 mg.L™, promovendo um enraizamento acima
de 70%, para ambos explantes. Ja Schuch et al (2003), induziram brotac6es em gemas
apical e axilar do porta-enxerto de macieira 'EM-9' cultivadas in vitro,com uma média de 2,14

brotactes por explante.

Segundo Skoog e Miller (1957), as auxinas e citocininas sdo as classes de
reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura de tecidos. A formagéo de raiz, parte
aérea e calo na cultura de tecidos sdo regulados pela disponibilidade e interagdo destas

duas classes de reguladores de crescimento.

As citocininas sdo substancias reguladoras de crescimento que estimulam a sintese
protéica, por isto, podem promover a maturacdo de cloroplastos e atrasar a senescéncia das
folhas. Seu emprego, geralmente € mais notavel, em pesquisas realizadas na cultura de
tecidos, onde sdo amplamente utilizadas com as auxinas, que quando combinadas em meio
de cultura, estimulam a divisdo celular e controlam a morfogénese do vegetal; por outro
lado, quando utilizadas para inducdo de brotos, reduzem a dominancia apical e liberam

gemas laterais da dorméncia (Pasqual et al., 1997).
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Muitas citocininas utilizadas em pesquisa sé@o sintéticas, embora possam as vezes
apresentar atuacdo anormal, freqlientemente, mostram atividades mais altas que as
naturais. No caso, a citocinina natural mais conhecida é a Zeatina (ZEA) (Fig.1), e as
principais citocininas sintéticas sdo: 6-Benziladenina (BA) ou 6-Benzilaminopurina (BAP),
Cinetina (CIN) (Fig.2) e o Tidiazuron (TDZ) (Fig.3) (Pasqual et al., 1997).
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J4 as auxinas, sao substancias reguladoras de crescimento capazes de controlar
varios processos distintos, como o crescimento e elongagéo celular. Elas sdo capazes de
iniciar a divisdo celular e estdo envolvidas na origem de meristemas, promovendo
crescimento tanto ao tecido desorganizado como para 6rgéos definidos. Estes reguladores
promovem também florescimento e germinacao. A principal auxina natural é o &cido Indol-3-
acético (AIA) (Fig.4), identificado em 1928, e as principais auxinas sintéticas s&o: Acido Indol
Butirico (AIB) (Fig.5), Acido Naftaleno Acético (ANA) (Fig.6) e Acido 2,4 Diclorofenoxiacético
(2,4-D) (Fig.7) (Pasqual et al., 1997).
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2.9. Aclimatacao

A aclimatacdo, é a etapa de transplantio que compreende a transferéncia das
plantulas adquiridas in vitro para a casa de vegetacdo. Esta transferéncia é critica, e
representa em alguns casos, um fator limitante do processo de micropropagacéo, tornando
fatores como: substrato, umidade, tipo e qualidade do sistema radicular da plantula,
importantes para se obter sucesso na sobrevivéncia das mesmas (Gattapaglia e Machado,
1990).

Em geral, plantulas de raizes curtas sdo mais desejaveis, pois facilitam o manuseio
na hora do transplantio e encontram-se numa fase de crescimento ativo, facilitando o

“pegamento” da plantula no novo substrato.

Ainda s&o poucos os trabalhos que relatam os detalhes de transplantio e aclimatacéo
de espécies cultivadas in vitro, assim como, as dificuldades e as solu¢des encontradas

durante este processo, principalmente no que se refere a espécies florestais.
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Em trabalhos com macieira (Malus sp.), Pereira e Fortes (2001), conseguiram
realizar a aclimatacdo de 90% das plantulas adquiridas in vitro, transplantando-as em
bandejas de semeadura, com substrato composto de terra de mato, casca de arroz
carbonizada e esterco bovino na proporgdo 3:1:1 (v/v), previamente esterilizados com
brometo de metila, sob uma folha de sombrite e plastico transparente durante duas

semanas, onde eram irrigadas diariamente.

J& Santos et al. (2004), trabalhando com grevilha (Grevillea robusta A. Cunn), uma
espécie florestal de origem australiana, utilizada para reflorestamento, conseguiram
aclimatar 100% das plantulas, transferindo-as para tubetes de plastico em casa de
vegetagdo, contendo um substrato misto composto de 35% de casca de arroz carbonizada,
35% de vermiculita e 35% de substrato comercial, sob uma umidade relativa do ar acima de

80% e temperaturas entre 22 e 28°C.

Ambos trabalhos de transplantio e aclimatacdo mencionados acima, compreendiam
substratos com boa retencdo de umidade, ndo compactos, com drenagem e aeragao
satisfatérios para o sistema radicular das espécies. Portanto, estes fatores podem ser

tomados como primordiais para o sucesso da aclimatacgéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estabelecer um protocolo para propagacéo in vitro de Aniba rosaeodora Ducke, a

partir de brotacfes apicais, segmentos nodais e fragmentos foliares.

3.2 Especificos

Propor um tratamento que possibilite a descontaminagdo superficial das
brotagbes apicais, segmentos nodais e de fragmentos foliares de Aniba

rosaeodora Ducke;

Determinar qual concentragdo e regulador de crescimento dentre as auxinas:
acido indolacético (AlA), acido naftalenoacético (ANA) e &cido 2,4 -
diclorofenoxiacético (2,4-D) e da citocininas: 6 — benzilaminopurina (BAP) e
tidiazuron (TDZ), é o mais adequado para a formacao de brotos, raiz e calo nos

explantes utilizados;

Propor um protocolo para a aclimatacdo das plantulas enraizadas in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Escola
Superior de Tecnologia da Universidade do Estado do Amazonas - EST/UEA, situado em
Manaus - AM.

4.1 Aquisicéo de sementes e pré-tratamento do material vegetativo.

Sementes de Aniba rosaeodora Ducke (Fig.8) foram coletadas na Reserva Adolpho
Ducke (AM-010) e levadas ao laboratério de cultura de tecidos vegetais para um pré-
tratamento de assepsia. As sementes foram imersas em solucdo de Benomyl (3,0 g.L ™)
durante 24 horas, e, em seguida, postas para germinar em bandejas plasticas contendo
areia lavada e vermiculita (Fig.9), sendo irrigadas diariamente até a aquisi¢cdo de plantulas
jovens (Fig.10), para que fosse realizada, a coleta das brota¢des apicais, segmentos nodais
e folhas, explantes estes utilizados no presente estudo.

Ap6s a germinacdo das sementes, as plantulas em desenvolvimento (Fig.10),
receberam pulverizacdes quinzenais de solucdo de Benomyl (4,0 g.L™"), na tentativa de
minimizar o aparecimento de contaminacgdo flungica no material vegetativo, na etapa de

descontaminacéo superficial dos explantes.
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Figura 8. Sementes de pau-rosa; Figura 9. Sementes postas para germinar em bandejas plasticas
contendo areia lavada e vermiculita; Figura 10. Plantulas germinadas apés 50 dias.
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4.2 Descontaminacéo superficial dos explantes.

4.2.1 Apices e Segmentos Nodais

Apos o intervalo de 2 a 3 meses, brotagdes apicais e segmentos nodais (Fig. 12)
foram coletados das plantulas (Fig. 11), lavados em agua corrente e submetidos a trés
tratamentos distintos de assepsia. Cada tratamento era composto por 60 repeticoes,
realizados na Camara de Fluxo Laminar. Foram utilizados como produtos desinfestantes:
solugéo de Benomyl (4,0 g.L™"), e solucéo de hipoclorito de sddio (Agua sanitaria comercial
com 2,0 a 2,5% p/p do principio ativo), com 3 gotas do agente emulsionante tween, em
concentracdes e tempo de exposicdo diferentes (Tabela 1), e, em seguida, lavados com
agua destilada autoclavada.

ApOs a esterilizag@o superficial, os explantes foram podados (Fig. 13), e, em seguida
inoculados (Fig. 14) em tubos de ensaio (20 X 150 mm), contendo 10 mL de meio de cultura
MS (Murashige e Skoog), com as solucdes I, 1l e Ill reduzidas pela metade, acrescido de
30g de sacarose e 8g de agar, com pH ajustado para 5,8, esterilizado em autoclave por 15

minutos a uma temperatura de 121 °C e pressao de 1,2 atm.

Tabela 1: Tratamentos utilizados na assepsia dos apices e segmentos

nodais de Aniba rosaeodora Ducke.

Imerséo e tempo de exposi¢céo

N° de Benomyl Hipoclorito de sédio

Trat®® Repeticdes H,O (4g.L™ + 3 gotas de tween
I 60 15 min. 2 hs 15% - 10 min.
1 60 15 min. 12 hs 20% - 20 min.
1l 60 30 min. 24 hs 20% - 20 min.

ApGs a inoculacdo, os explantes foram levados a estufa do tipo B.O.D. (Fig. 15),
mantidos no escuro durante 48 horas a uma temperatura de 26°C, com intuito de evitar a
oxidacdo dos mesmos. Passado as 48 horas, os explantes foram conduzidos a sala de
crescimento (Fig. 16) nas seguintes condi¢cdes ambientais: fotoperiodo de 16 horas luz,
temperatura de 27°C + 2°C, umidade relativa do ar de 70%, e uma luminosidade com 52

pumol.m?.s™ de irradiancia.
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Figura 11. Plantula de Aniba rosaeodora Ducke, germinada em casa de
vegetacdo; Figura 12. Detalhe dos explantes utilizados no processo de
assepsia; Figura 13. Detalhe da poda realizada nos explantes apds assepsia.

Figura 14. Detalhe de uma brotacdo em meio de cultura, apés uma semana
realizada a assepsia; Figura 15. Estufa do tipo B.O.D.; Figura 16. Sala de
Crescimento.

4.2.2 Fragmentos Foliares

Folhas maduras de Aniba rosaeodora Ducke (Fig. 17 e 18), foram coletadas e
lavadas em agua corrente, e submetidas a dois distintos tratamentos de assepsia na
Camara de Fluxo Laminar. Os tratamentos constavam de imersdo em solucdo de Benomyl
(4g.L™") e solucdo de hipoclorito de sédio (Agua sanitaria comercial com 2,0 a 2,5% p/p do
principio ativo) com 3 gotas de tween, em concentracBes e tempo de exposicao diferentes,
mostrados na Tabela 2. Em seguida, as folhas maduras foram lavadas com &agua
autoclavada em abundancia e postas sobre azulejo branco medindo 14 cm X 14 cm, onde
receberam cortes na parte mediana (Fig. 19), originando os fragmentos utilizados como
fonte de explantes. Depois, os fragmentos foliares foram inoculados em placas de petri (Fig.
20), contendo 20 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog), com as solucdes I, 1l e Il
reduzidas pela metade, acrescido de 30g de sacarose e 8g de agar, com pH ajustado para
5,8, esterilizado em autoclave por 15 minutos a uma temperatura de 121 °C e presséo de
1,2 atm.
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Tabela 2: Tratamentos utilizados na assepsia dos fragmentos foliares
de Aniba rosaeodora Ducke.

Imerséo e tempo de exposicdo

N° de Benomyl Hipoclorito de sédio

Trat®® RepeticGes H,O (4g.L™) + 3 gotas de Tween
I 80 15 min. 4 hs. 15% - 10 min.
Il 80 30 min. 20 hs. 20% - 15 min.

Ap6s a inoculacdo, os fragmentos foliares foram levados a estufa do tipo B.O.D.,
mantidos no escuro durante 48 horas a uma temperatura de 26°C, com intuito de evitar a
oxidacdo. Passado 48 horas, foram conduzidos a sala de crescimento (Fig. 21) nas mesmas

condi¢bes ambientais mencionadas no experimento anterior.

Fig. 49

v

Fig.17. Folhas maduras de Aniba rosaeodora Ducke. Fig.18. Detalhe das
folhas utilizadas no processo de assepsia; Fig.19. Detalhe dos cortes
medianos, que originaram os fragmentos utilizados como fonte de explantes.
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Fig.20. Fragmentos foliares inoculados em placas de petri, contendo meio de
cultura MS.; Fig.21. Explantes incubados na sala de crescimento, apos 48
horas realizada a assepsia.
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4.3 Inducdo de brotacdo, enraizamento e formac&o de calo nos 4pices e

segmentos nodais.

Apbs a avaliacdo do indice de sobrevivéncia, as brotacBes apicais e segmentos
nodais visualmente sadios foram sujeitos a um experimento de inducdo de formacéo de
brotos, raiz e calo. Depois de estabelecidos in vitro, os explantes foram inoculados em meio
de cultura MS, com as soluc@es I, Il e lll reduzidas pela metade, acrescido de 30g de
sacarose, 99 de agar, adicionado com distintas dosagens de reguladores de crescimento,
BAP nas concentractes: 0,0 e 4,0 mg.L'l, AlA nas concentracdes: 0,0; 3,0 e 6,0 mg.L'1 e
ANA nas concentracdes: 0,0; 3,0 e 6,0 mg.L", 2,4-D nas concentragdes: 0,0; 3,0 e 6,0
mg.L™ e suas respectivas combinacdes, de acordo com a tabela 3.

ApoOs a inoculagéo, os explantes foram levados a sala de crescimento, mantidos no
escuro por cinco dias, para evitar a degradacdo dos reguladores de crescimento contidos no
meio de cultura, e depois, 10 dias a um fotoperiodo de 16 horas/luz, temperatura de 27°C +
2°C e umidade relativa do ar de 70%, para que absorvessem a quantidade necessaria de
reguladores de crescimento, sem que houvesse algum problema de toxicidade, e
consequentemente, inibicdo dos resultados esperados, ou seja, inibicdo de broto, raiz e
calo.

Passados 10 dias de incubagdo no meio de cultura acrescido com reguladores de
crescimento, os explantes foram transferidos para o meio de cultura MS com as solugdes I,
Il e lll reduzidas pela metade, acrescido de 30g de sacarose, 8g de agar e avaliados apés

noventa dias.

Tabela 3: Dose em mg.L * dos reguladores de crescimento (R.C.): ANA, AlA, 2,4-D
e BAP, utilizados no experimento para inducdo de broto, raiz e calo em &pices e

segmentos nodais de Aniba rosaeodora Ducke.

Trat® Dose dos R.C. (mg.L™) Trat® Dose dos R.C. (mg.L™)
T, Testemunha Tio 0,0 de ANA + 4,0 de BAP
T, 3,0 de ANA + 0,0 de BAP Ti1 3,0 de ANA + 4,0 de BAP
T 3,0 de ANA + 0,0 de BAP Ti 6,0 de ANA + 4,0 de BAP
Ty 0,0 de AIA + 0,0 de BAP Tis 0,0 de AIA + 4,0 de BAP
Ts 3,0 de AIA + 0,0 de BAP Tia 3,0 de AIA + 4,0 de BAP
Ts 6,0 de AIA + 0,0 de BAP Tis 6,0 de AIA + 4,0 de BAP
T 0,0de 2,4-D + 0,0 de BAP Tis 0,0de 2,4 -D + 4,0 de BAP
Ts 3,0de 2,4-D + 0,0 de BAP Ti7 3,0de 2,4-D +4,0de BAP
Ty 6,0de 2,4 -D + 0,0 de BAP Tig 6,0de 2,4 -D + 4,0 de BAP
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4.4 Inducao de organogénese nos fragmentos foliares.

Ap6s a avaliagdo do indice de contaminacdo, os fragmentos foliares visualmente
sadios foram sujeitos a um experimento de inducdo de organogénese, utilizando
reguladores de crescimento em meio de cultura. Os fragmentos foram inoculados em meio
de cultura MS, com as solucbes I, Il e lll reduzidas pela metade, acrescido de 30g de
sacarose, 9g de 4gar, adicionado com reguladores de crescimento, BAP (5,0 mg.L ), TDZ
(5,0 mg.L™"), ANA (5,0 mg.L™), AIA (5,0 mg.L™"), 2,4-D (5,0 mg.L™), de acordo com a tabela 4.

Apés a inoculacdo, os explantes foram levados a estufa do tipo B.O.D., onde
permaneceram durante 48 horas a uma temperatura de 26°C, e em seguida foram levados
para sala de crescimento, mantidos no fotoperiodo de 16 horas/luz, a uma temperatura de

27°C + 2°C e umidade relativa do ar de 70%, onde ap6s 45 dias seriam avaliados.

Tabela 4. Dose em mg.L * dos reguladores de crescimento (R.C.):
BAP, TDZ, ANA, AIA e 2,4-D, utilizados no experimento para inducao

de organogénese em fragmentos foliares de Aniba rosaeodora Ducke

Tratamento Dose do R.C. (mg.L™)
Testemunha Meio MS sem R.C.
F1 5,0 de BAP
F2 5,0 de TDz
F3 5,0 de ANA
F4 5,0 de AIA
F5 5,0de 2,4-D

4.5 Aclimatacédo das plantulas enraizadas in vitro.

As plantulas alongadas in vitro com aproximadamente 8 cm de altura (Figs. 22 e 23),
foram postas em copos plasticos, e avaliadas em trés diferentes tipos de substrato para o
processo de aclimatagdo. O primeiro e 0 segundo substratos, foram compostos por: terra-
preta, barro e areia nas propor¢cdes 2:1:1 e 1:2:1 (v/v), cobertos por vermiculita. O terceiro
substrato foi composto somente por vermiculita. Apés o transplantio, as plantulas foram
cobertas por sacos de plastico transparentes (Fig.24), com intuito de simular uma estufa, e,

conseqlientemente, evitar a perda de agua.
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As plantulas recebiam irrigacao diaria, com pulverizagbes de adubo ouro-verde na
concentracéo de 20ml.L.™", de trés em trés dias, e ap6s 30 dias, foi avaliado o indice de
sobrevivéncias das mudas.

: i
Fig.24 Aclimatacao

i

N e

Fig. 22. Plantula com a raiz principal medindo 10,5 cm de comprimento; Fig. 23.
Detalhe das plantulas enraizadas in vitro. Fig. 24 Detalhe do processo de aclimatacao.

4.6 Analise de dados da fase de descontaminacdo superficial dos

explantes utilizados

A andlise da fase de descontaminacao superficial dos apices, segmentos nodais e
folhas, foi realizada calculando-se o indice de sobrevivéncia do material inoculado em meio
de cultura, tendo sido verificado o numero de explantes contaminados por fungos e
bactérias.

4.7 Desenho experimental e andlise de dados da fase de inducdo de

brotos, raiz e formacado de calos nos apices e segmentos nodais.

A coleta de dados para inducdo de brotos e raizes nos explantes, foi realizada
verificando-se 0 nimero de brotos e raizes adquiridos in vitro para cada explante dentro dos
tratamentos. Porém, no que se referiu a inducdo de calos, valores numéricos de zero a dois
foram estipulados para medicado deste parametro. O valor zero foi atribuido aos explantes
que ndo apresentaram formacéo de calo; valor um para explantes que apresentaram pouca
formagé&o de calos, e valor dois para explantes que apresentaram muitos calos.

O delineamento experimental utilizado para esta fase, foi o inteiramente casualizado,

em arranjo fatorial 9 X 2, totalizando 18 tratamentos, com 15 repeticbes cada.
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As andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico ESTAT, verséo 2.0.
Os dados foram transformados para Y x + 0,5, e em seguida, foi realizada a analise de
variancia e comparacgdo das médias dos tratamentos, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

4.8 Desenho experimental e andlise de dados da fase de inducao de

organogénese dos fragmentos foliares.

A coleta de dados para inducdo de organogénese foliar foi realizada verificando-se a
intensidade da formacg&o de calos adquiridos por cada explante dentro dos tratamentos.
Valores numéricos de zero a dois foram atribuidos para esta medi¢gdo. O valor zero
representava os explantes que ndo obtiveram formacéo de calo, o valor um representava 0s
explantes que apresentaram pouca formacdo de calo, e o valor dois representava 0s
explantes que apresentaram muitos calos.

O delineamento experimental utilizado para a fase de inducéo de organogénese dos
fragmentos foliares, foi o em blocos ao acaso, constando de 6 tratamentos, com 8 blocos
cada, sendo cada bloco com 2 repetic¢des.

As andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico ESTAT, verséao 2.0,
com os dados transformados para Vx+0,5. Em seguida, foi realizada a analise de variancia
e comparacdo das médias dos tratamentos, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

4.9 Analise de dados da fase de aclimatacao das plantulas
Para a andlise da fase de aclimatagdo das plantulas adquiridas in vitro, foi calculado

o indice de sobrevivéncia do material vegetativo, apés 20 dias de transplantio para os

substratos testados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Desinfestacdo dos apices e segmentos nodais.

O tratamento lll, cujos explantes receberam lavagem em &gua corrente durante 30
minutos, seguido de imersdo em solucdo de benomyl (4g.L™") durante 24 horas, e em
seguida imers@o em solucéo de hipoclorito de sédio a 20% + tween 20 durante 20 minutos,
foi 0 mais eficiente no processo de descontaminacdo dos apices e segmentos nodais de
pau-rosa, promovendo uma média de 81,7% de sobrevivéncia dos mesmos, onde 18,3%, foi
contaminado por fungos, ndo havendo contaminacgéo por bactérias (Tabela 5).

Porém o tratamento |, cujos explantes receberam a assepsia com menor
concentracdo e tempo de exposi¢cao aos produtos desinfestantes, promoveu o menor indice
de sobrevivéncia dos explantes, com uma taxa de 86,6% de contaminacdo, sendo 21,6%
promovida por fungos e 65% por bactéria. Contudo nenhum dos tratamentos utilizados

promoveu a oxidacao dos explantes.

Tabela 5: Efeito da concentragdo e tempo de exposi¢cdo dos produtos
desinfestantes utilizados no processo de assepsia em apices e

segmentos nodais de Aniba rosaeodora Ducke.

Sobrevivéncia  Oxidagéo Contaminacdo %
Trat® % % Fungo Bactéria
I 13,4 0 21,6 65
Il 66,4 0 33,6
1 81,7 0 18,3

Em estudos com erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.), Santos et al. (2005)
desinfestaram segmentos nodais desta espécie, realizando uma pré-assepsia que constava
de: lavagem em agua corrente por 30 minutos, seguido de imersdo em detergente a 30%
por 10 minutos, seguido de lavagem com agua esterilizada. Em seguida, os explantes foram
levados a camara de fluxo laminar, e foram tratados com Benlate (2g.L™) por 15 minutos, e
em seguida imersos em solugdo de hipoclorito de célcio a 5% por 10 minutos, e
posteriormente lavados em agua auto-clavada, o que proporcionou uma taxa de 46,43% de

sobrevivéncia.
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Estes resultados confirmam, portanto, que a desinfestacdo é a etapa de maior
dificuldade para o estabelecimento de uma cultura in vitro, no qual as concentragfes das
solucdes desinfestantes, assim como, as combinac¢des dos principios ativos e o tempo de
exposi¢ao variam de acordo com a espécie trabalhada.

No caso do pau-rosa, verificou-se que as concentragfes e o tempo de exposicao,
devem ser maiores quando comparadas a outras espécies florestais como a grevilea
(Grevillea robusta Cunn). Santos et al. (2004), por exemplo, desinfestaram tufos (brotacdes
multiplas) desta espécie, utilizando uma solucéo contendo apenas 1g.L ** de Benomyl por 15
minutos, seguido de imersdo em solucéo de hipoclorito de sodio a 1% acrescida de 2 gotas
de Tween 20 por 15 minutos. Este protocolo comparado ao do presente estudo, foi menos
agressivo, mostrando, portanto, o quanto € importante verificar a sensibilidade do tecido
vegetal da espécie em estudo, para o estabelecimento do tratamento de desinfestacdo a ser

utilizado.

Em outro trabalho com Aniba rosaeodora Ducke, Handa et al., (2005), utilizaram um
protocolo de assepsia mais agressivo para esta espécie. O mesmo constava de imersdao em
solugdo de Benomyl (400 mg.L™") por 12 horas, seguido de imersdo em Agrimicina
(300mg.L™) por 1 hora, em seguida, em etanol a 70% com Tween 20 por 90 segundos e por
fim, imersdo em solucédo de NaCIO a 10% por 10 minutos. No caso, os explantes utilizados
na desinfestacdo, foram gemas axilares oriundas de rebrotas de mudas de pau-rosa
cultivadas em casa de vegetacdo. Porém em seus resultados, verificou-se que este
protocolo promoveu elevada taxa de contaminacdo flngica e bacteriana no material
utilizado, com um indice de 48% de sobrevivéncia dos mesmos. Este resultado quando
comparado ao do presente trabalho, mostra a importancia da origem do material propagativo
e a escolha dos produtos desinfestantes, assim como suas concentracfes e tempo de

exposi¢ao a serem utilizados nos protocolos de assepsia.

Hoje, estudos relatam a importancia do uso de pré-tratamentos com fungicidas, tanto
com sementes germinadas em casa de vegetacdo, quanto em mudas jovens oriundas de
regeneragdo natural, principalmente, no que se refere as espécies florestais, pois estes pré-
tratamentos, reduzem drasticamente o aparecimento de contaminacdo dos explantes
quando levados ao cultivo in vitro. Deste modo, o estabelecimento de diversas espécies
vegetais na cultura de tecidos, terd o custo do processo de assepsia, baratiado em
laboratorios, eliminando-se, assim, a utilizacdo de meios de cultura contendo antibiéticos e

fungicidas.
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5.2 Desinfestagdo dos fragmentos foliares.

Em relacdo ao estabelecimento do protocolo de assepsia para os fragmentos
foliares, o tratamento Il, cujos explantes receberam lavagem em agua corrente durante 30
minutos, seguido de imersdo em solucdo de Benomyl (4g.L™) durante 20 horas, e em
seguida imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio a 20% com 3 gotas de Tween 20
durante 15 minutos, foi 0 mais eficiente no processo de descontaminacdo dos explantes,
promovendo uma média de 80% de sobrevivéncia, onde 13,75 % de contaminacéo foi

promovida por fungos e 6,25% foi promovida por bactérias (Tabela 6).

Ja o tratamento |, apresentou o menor indice de sobrevivéncia dos explantes, 22,5%.
Dos 77,5% explantes contaminados, 53,75% apresentaram contaminagdo por fungos e
23,75% apresentaram contaminacdo por bactérias. Porém, nenhum dos tratamentos

promoveu oxidacao nos fragmentos foliares.

Tabela 6 — Efeito da concentracdo e tempo de exposicdo dos produtos
desinfestantes utilizados no processo de assepsia em fragmentos foliares de
Aniba rosaeodora Ducke.

Sobrevivéncia Oxidacéo Contaminacédo %
Trat® % % Fungo Bactéria
I 22,5 0 53.75 23.75
Il 80 0 13.75 6.25

Estes resultados condizem com os obtidos no processo de assepsia dos apices e
segmentos nodais de Aniba rosaeodora Ducke, do presente estudo. Os fragmentos foliares
responderam bem aos mesmos produtos desinfestantes utilizados. Porém, foi verificado, a
necessidade de reducdo do tempo de exposi¢cado dos explantes aos produtos desinfestantes,
pois o tipo de explante trabalhado, as folhas, eram mais sensiveis aos tratamentos
propostos.

Resultados similares com Arachis correntina uma leguminosa, foram obtidos por
Mroginski et al., (2002), ao utilizarem concentracdes e tempo de exposicdo baixos. Discos
foliares desta espécie foram imersos em etanol 70% durante 30 segundos, e em seguida,
imersos em solucao de hipoclorito de s6dio a 1%, acrescida com uma gota de Tween 20

durante 12 minutos.
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J& Cerqueira et al. (2002), trabalhando com folhas de erva-de-touro (Tridax
procumbens L.), uma asteraceae com principios medicinais, utilizaram imersdo em é&lcool a
70% por 30 segundos, e em seguida, imersdo em solucao de hipoclorito de sédio comercial
a 30%, sob agitacdo por 10 minutos.

Outro exemplo a ser citado, é o estudo de Lédo et al. (2005) com explantes foliares
de caju (Anacardium occidentale L.). Os autores desinfestaram os explantes, utilizando
imers@o em alcool etilico a 70% por dois minutos, e em seguida, imersdo em hipoclorito de
sbédio comercial a 50%. O tratamento promoveu 80% de sobrevivéncia dos explantes e 4%
de oxidac&do dos mesmos.

Com estes exemplos verifica-se que, explantes foliares utilizados na cultura de
tecidos, devem receber uma desinfestacdo menos agressiva quando comparados a tecidos
mais lenhosos como no caso de segmentos nodais, verificando-se sempre a origem do
material propagativo, o pré-tratamento, e os produtos desinfestantes a serem utilizados,

independente, de qual seja a espécie trabalhada.

5.3 Inducédo de brotos, raiz e calo nos 4pices e segmentos nodais.

5.3.1 Brotos

O resultado da andlise de variancia para inducdo de brotos nos apices e segmentos
nodais de pau-rosa (Tabela 7), indica que os tratamentos envolvendo diferentes doses de
auxinas diferem ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, e que as diferentes doses de
citocinina ndo apresentaram efeito significativo para este parametro. Porém, nota-se que a
interacdo entre as duas classes de reguladores de crescimento (auxina X citocinina),

proporciona um efeito significativo ao nivel 5% de probabilidade.
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Tabela 7 - Andlise de variancia para os tratamentos referentes a inducéo de
brotos em 4pices e segmentos nodais de Aniba rosaeodora Ducke.

Causas de Variacéao G.L. S.Q. Q.M. F
Auxinas 8 8.4287 1.0536 6.54 **
Citocinina 1 0.2823 0.2823 1.75NS
Auxinas X Citocinina 8 2.6822 0.3353 2.08 *

Coeficiente de Variagado (%) 313035

Desvio Padrao (%) 0.4014

** - Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F.
* - Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F.

NS - N&o significativo

®) - indice elevado resultante da variabilidade dos explantes utilizados, pois 0s mesmos, nao
sao oriundos da mesma planta matriz.

A comparacdo das médias pelo teste de Tukey (Tabela 8), indica que o tratamento
T15 contendo 4,0 mg.L™" de BAP + 6,0 mg.L™" de AIA (Fig.25), e o tratamento T12 contendo
4,0mg.L™ de BAP + 6,0 mg.L™" de ANA, apresentaram as maiores médias para inducéo de
brotos em 4pices e segmentos nodais de pau-rosa, com uma média de 1,50 e 1,45
brotos/explante, respectivamente, diferindo estatisticamente dos tratamentos T8 (3,0 mg.L™
de 2,4-D), T17 (4,0 mg.L™ de BAP + 3,0 mg.L" de 2,4-D) e T18 (4,0 mg.L"'de BAP + 6,0 de
2,4-D mg.L™"), que apresentaram as menores médias, 0,87, 0,91 e 0,77 brotos/expante

respectivamente

Estes resultados mostram, portanto, que as citocininas utilizadas em meio de cultura,
com determinadas auxinas, sdo 6timas indutoras de brotos em explantes vegetais na cultura
de tecidos (Grattapaglia e Machado, 1998). A exemplo disto, podemos citar Bellintani et al.
(2005), que ao inocularem segmentos nodais oriundos de plantas geminadas in vitro de
Orthophytum albopictum Philcox (Bromeliaceae), em meio MS com concentragdes reduzidas
pela metade, suplementado com 0,65 uM de ANA e 1,11 uM de BAP, induziram a melhor
formacao de brotos nesta espécie. Ja Santos et al. (2005), ao trabalharem com segmentos
nodais de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), utilizaram concentragbes maiores destes
reguladores, 0,05 mg.L™" de ANA com 0,75 mg.L™" de BAP, conseguindo uma média de 6,0

brotos/explante, revelando desta forma, resultados semelhantes ao do presente estudo.
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Mantovani et al. (1999),

(Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch), uma espécie florestal de interesse

trabalhando com segmentos nodais de caixeta

econdmico industrial, devido as qualidades de sua madeira, também conseguiram induzir

2,0 brotos por segmento nodal, utilizando somente 1,0 mg.L™" de BAP.

Tabela 8 — Médias* referentes ao niamero de brotos, raizes e calos formados por
explante de Aniba rosaeodora Ducke, obtidos in vitro, para os tratamentos envolvendo

diferentes tipos, concentracdes e combinac¢des de reguladores de crescimento.

Dose dbsihormonios (maik Resposta dos apices e segmentos nodais ---

N°/ explante

Formacdao de

Tratamentos N° de brotos N° de raizes calo

T (Testemunha) 1,4048 Aa 0,9272 BCh 1,0545 Ba

T, (3,0 de ANA + 0,0 de BAP) 1,4189 Aa 1,6851 Aa 1,1580 Ba
T5 (3,0 de ANA + 0,0 de BAP) 1.2938 Aba 1,3945 Aa 1,2140 Ba
T,(0,0 de AIA + 0,0 de BAP) 1,4048 Aa 0,9272 Bb 1,0545 Ba
Ts (3,0 de AIA + 0,0 de BAP) 1,3755 Aa 1,2083 Aba 1,2745 ABa
Te (6,0 de AIA + 0,0 de BAP) 1,2638 Aba 1,1350 Ba 1,3458 ABa
T,(0,0de 2,4-D + 0,0 de BAP) 1,4048 Aa 0,9272 BCa 1,0545 Ba
Tg (3,0 de 2,4-D + 0,0 de BAP) 0,8797 BCh 1,0092 Ba 1,2508 Ba
T (6,0 de 2,4-D + 0,0 de BAP) 1,1678 Aba 0,9595 ABCa 1,3911 ABa
T10(,0 de ANA + 4,0 de BAP) 1,3837 Aa 0,8775 Ba 1,2745 ABa
T11(3,0 de ANA + 4,0 de BAP) 1,3852 Aa 0,7071 Ca 1,1687 ABa
T1, (6,0 de ANA + 4,0 de BAP) 1,4549 Aa 0,7999 Ba 1,2638 ABa
T13 (0,0 de AIA + 4,0 de BAP) 1,3837 Aa 0,8775 BCa 1,2745 ABa
T14(3,0de AIA + 4,0 de BAP) 1,2846 Aba 0,8344 Ba 1,3328 ABa
T15(6,0 de AIA + 4,0 de BAP 1,5025 Aa 0,8775 BCa 1,2853 ABa
T15(0,0 de 2,4-D + 4,0 de BAP) 1,3837 Aa 0,8775 Ba 1,2745 Aba

T17(3,0de 2,4-D + 40,0 de BAP) 0,9142 Ba 0,7071 Ca 1,3566 A

T15(6,0 de 2,4-D + 4,0 de BAP) 0,7761 Ca 0,7071 Ba 1,4516 A

* Médias seguidas pelas mesmas letras, mailsculas para as auxinas (ANA, AIA E 2,4-D) e
minUsculas para citocinina (BAP), ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

De acordo com a literatura, as citocininas atuam, conceitualmente, na quebra da
dominancia apical e na inducdo de crescimento de brotagcdes em segmentos nodais, e,

dentre elas, o BAP destaca-se, pois seu uso na maioria das vezes, estimula maior producao
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da parte aérea. Porém o uso em excesso, causa toxicidade nos explantes, promovendo a
formagdo de calo (Grattapaglia e Machado, 1998), como visto no tratamento T18 do
presente estudo, da qual combina a citocinina BAP com a auxina 2,4-D.

Em frente aos resultados obtidos no experimento para multiplicacéo, foi verificado,
gue a definicado do tipo e concentracdo 6tima de citocinina, combinada ou ndo com auxinas,
constitui um passo importante e comum para o ajustamento de meios de cultura. Embora as
auxinas, conceitualmente, ndo sejam necessarias nos meios de multiplicacdo, elas séo
utilizadas com intuito de estimular o crescimento das partes aéreas. Segundo Lundergan e
Janick (1979), citados por Hu e Wang (1983), essa classe de fitoreguladores, anula o efeito
gque as citocininas tém sobre o alongamento das culturas, agindo em conjunto, no estimulo
ao enraizamento do explante inicial, e na manutengcdo do caule Gnico com dominancia
apical, implementando desta forma, um sistema em que novos segmentos nodais sao

formados como forma de multiplicagéo.

adventicia
«

Brotacao
adventicia

Fig.25. Plantulas de Aniba rosaeodora Ducke, alongadas in vitro, contendo em
meio de cultura 4,0 mg.L™" de BAP + 6,0 mg.L™ de AIA; Fig. 26 e 27. Detalhe de
brotacbes adventicias adquiridas em apices e segmentos nodais da espécie.

5.3.2 Raiz

Em relagdo ao parametro enraizamento, o resultado da andlise de variancia, mostra
que os tratamentos envolvendo diferentes doses de citocinina ndo apresentaram efeito
significativo para este parametro. Porém, verifica-se que as doses isoladas das auxinas,
assim como, a interacdo destas com a citocinina, proporcionam um efeito significativo ao

nivel 1% de probabilidade para este parametro (Tabela 9).
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Tabela 9 - Andlise de variancia para os tratamentos referentes a inducéo de raiz

em apices e segmentos nodais de Aniba rosaeodora Ducke.

Causas de Variacéo G.L. S.Q. Q.M. F
Auxinas 8 9.9082 1.2385 7.52 **
Citocinina 1 0.0594 0.0594 0.36 NS
Auxinas X Citocinina 8 6.1064 0.7633 4.63**
Coeficiente de Variacao (%) 41.8907 ®
Desvio Padrao (%) 0.4058

** _ Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F.

NS - N&o significativo

®) - indice elevado resultante da variabilidade dos explantes utilizados, pois 0s mesmos, nao
séo oriundos da mesma planta matriz.

De acordo com as médias obtidas pelo teste de Tukey (Tabela 8), o tratamento T2
contendo 3,0 mg.L™* de ANA, demonstrou mais eficiéncia na inducdo de raizes em apices e
segmentos nodais de pau-rosa (Figuras de.28 a 31), apresentando uma média de 1,68
raizes/explante, seguido do tratamento T3, contendo 6,0 mg.L™ de ANA, cuja média foi 1,39,
diferindo-os estatisticamente dos demais tratamentos. Porém os tratamentos T11, T17 e
T18, que continham a maior dose da citocinina combinada com as auxinas ANA e 2,4-D,
apresentaram a menor média para a inducao de raizes nos explantes de pau-rosa, ou seja,
0,70 raizes/explante.

Estes resultados, no que diz respeito ao enraizamento de explantes na cultura de
tecidos, confirmam o efeito satisfatério da auxina ANA, segundo a literatura. Em estudos de
Rezende et al. (2005), por exemplo, brotacdes de gérbera (Gerbera jamesonii) enraizaram
utilizando 4,0 mg.L™" de ANA, apresentando uma média de 4,8 raizes/explante. J& Lopes et
al. (2001), trabalhando com &pices de mogno (Swietenia macrophylla King), obtiveram uma
média de 2,9 raizes/expante, utilizando 2,0 mg.L™ de ANA, e ao trabalharem com as
brotacdes laterais da mesma espécie obtiveram 2,8 raizes/explante, utilizando 5,0 mg.L™ de
ANA.

As auxinas, segundo Haissing (1973), sdo os Unicos reguladores de crescimento que
aumentam consistentemente a formacéo de primérdios radiculares, pelo menos, em tecidos
gue apresentam certa predisposicdo ao enraizamento. Porém, ndo se sabe ao certo, se
auxinas naturais ou sintéticas podem, sozinhas, induzir esses primérdios radiculares, pois
certas espécies enraizam com dificuldade, ou ndo enraizam na presenca delas, indicando

gue outros fatores influenciam na fungéo de primérdios radiculares.
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No entanto, a concentracdo 6tima dada a uma planta, que ao mesmo tempo, pode
ser insuficiente ou elevada para outra, pode afetar diretamente na qualidade das raizes. Isso
mostra, que a reac¢do do tecido in vitro depende da concentragdo da auxina, ou do seu
balanco com uma citocinina, para que, entdo, se tenha uma resposta satisfatéria na

regeneragdo de uma espécie (Cresswell e Nitsch, 1975).

-~y Fig.30 Fig.31

Fig.28. Apice de Aniba rosaeodora Ducke, iniciando o processo de enraizamento
em meio MS, contendo 3,0 mg.L'1 de ANA, apés 15 dias de incubacéo; Fig. 29.
Segmento nodal contendo trés raizes apés 45 dias em meio de cultura; Fig.30.
Detalhe da parte aérea; 31. Detalhe do enraizamento apds 90 dias de incubacao.

5.3.3 Formacéao de calo.

Para a formac&o de calo, o resultado da analise de variancia (Tabela 10) mostra que
as doses da citocinina BAP, combinadas ou ndo, com os diferentes tipos e doses das
auxinas, nao possuem efeito significativo para este parametro. Porém, as doses isoladas
das auxinas proporcionaram um efeito significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo

teste F.

Tabela 10 - Andlise de variancia para os tratamentos referentes a indugéo calo

em apices e segmentos nodais de Aniba rosaeodora Ducke.

Causas de Variacéo G.L. S.Q. Q.M. F
Auxinas 8 2.4802 0.3100 3.80 **
Citocinina 1 0.0922 0.0922 1.13 NS
Auxinas X Citocinina 8 0.7699 0.962 1.18 NS
Coeficiente de Variagao (%) 22 g599
Desvio Padrao (%) 0.2855

** - Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F.

NS - N&o significativo
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%) - indice elevado resultante da variabilidade dos explantes utilizados, pois 0s mesmos, nao
séo oriundos da mesma planta matriz.

Na tabela de médias dos tratamentos (Tabela 8), verifica-se que o tratamento T18,
contendo no meio de cultura 4,0 mg.L™ de BAP + 6,0 mg.L™ de 2,4-D, foi o melhor indutor
para a formacgéo de calo em 4pices e segmentos nodais de pau-rosa, com uma média de
1,45 calos/explante (Figuras de 32 a 34), ndo diferindo estatisticamente do tratamento T17,
contendo 4,0 mg.L™ de BAP + 3,0 mg.L™" de 2,4-D, cuja média foi 1,39. J& ao contrario
destes, o tratamento T1, representando a testemunha, cujo meio de cultura ndo continha
reguladores de crescimento, apresentou a pior média na formacao de calos na espécie, 1,05
por explante. (Tabela 8)

Estudos com resultados semelhantes confirmam a ac¢do da auxina 2,4-D, no que diz
respeito a formacdo de calos em tecidos vegetais. Segundo Skoog e Miller, citados por
Assis e Teixeira. (1998), a reacéo de um tecido in vitro depende do balango entre a auxina e
citocinina. Para os autores, o aumento da concentracdo de auxina, induz a formacao de
raizes; enquanto o aumento da concentragdo de citocinina, induz a formagédo de gemas

adventicias; j& uma relacdo intermediaria entre as duas classes, induz a formagé&o de calo.

Em estudos de Soares et al. (2005), foi verificado que segmentos nodais de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), obtiveram uma média de 100% de calogénese,
utilizando somente 2,4-D nas concentragfes de 1,0 a 3,0 mg.L™. J4 Barbosa et al. (2001),
induziram a calogénese em segmentos nodais de andiroba (Carapa guianenses Aublet ),
combinando citocinina e auxina: BAP (0,5mg.L™") + 2,4-D (1,0 mg.L™), porém no mesmo
trabalho ndo obtiveram calogénese nos segmentos inoculados em meio WPM, na auséncia
de reguladores de crescimento, ao contrario do pau-rosa, que mesmo inoculado em meio
MS, com as concentracbes das solucdes estoque I, Il e Il reduzidas pela metade,

conseguiram induzir uma média 1,05 calos/explante, como dito anteriormente.

y |

Caloaénese

Fig.32. Apice de Aniba rosaeodora Ducke, totalmente envolvido por calo;
Fig. 33. Segmento nodal in vitro contendo na base a formacédo de calo;
Fig. 34. Detalhe da calogénese formada na base do explante.

54



Embora a forma de propagacdo da maioria das espécies arbustivas e florestais seja
por meio de mudas obtidas de sementes, a perda do poder germinativo é considerada um
dos principais problemas neste método, pois dificulta 0 armazenamento e a preservacao de
estoques genéticos superiores. Em frente disso, a cultura de calos hoje, tem permitido
estabelecer in vitro e propagar em grande escala, diversas dessas espécies, principalmente
as medicinais. No entanto, ainda estdo em fase inicial de exploracdo, as possiveis
mudancas no tecido vegetal capaz de induzir essa formagéo de calos (Santos et al., 2003).

Nesta técnica, a utilizacdo de substancias reguladoras de crescimento mostra-se de
fundamental importancia para o estabelecimento da competéncia e determinacdo de 6rgaos
especializados. Porém, quando uma determinada espécie ndo possui a capacidade de
regenerar um 6rgdo especializado, a aglomeracdo de células (formacédo de calo) pode ser
utilizada para outros fins, como por exemplo, a producdo de metabdlitos secundarios de

interesse medicinal ou industrial (Kerbauy, 1998).

5.4 Inducédo de organogénese dos fragmentos foliares

De acordo com os resultados obtidos na andlise de variancia para a indugéo de calo
em fragmentos foliares de Aniba rosaeodora Ducke (Tabela 11), os tratamentos envolvendo
diferentes tipos de reguladores de crescimento em meio de cultura, ndo apresentaram efeito

significativo entre si, e nem entre os blocos.

Tabela 11 - Analise de variancia referente a inducdo de organogénese em

fragmentos foliares de Aniba rosaeodora Ducke.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
Blocos 7 1.9353 0.2765 0.82 NS
Tratamentos 5 0.8181  0.1636 0.48 NS
Coeficiente de Variagcdo 46,69

Desvio Padréo 0.5813

NS - N&o significativo
%) - indice elevado resultante da variabilidade dos explantes utilizados, pois os mesmos,
ndo sdo oriundos da mesma planta matriz.
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Verifica-se, no entanto, de acordo com a tabela geral de médias (Tabela 12), que os
tratamentos F3 contendo em meio de cultura 5,0 mg.L™" de ANA (Fig. 37) e o F5 contendo
5,0 mg.L™" de 2,4-D (Fig. 38a e 38b), obtiveram as maiores médias de formacéo de calo,
ambos com 1,4 calos/explante, porém ndo se diferenciam estatisticamente dos demais
tratamentos.

Tabela 12 - Médias* referentes a formacdo de calo em fragmentos
foliares de Aniba rosaeodora Ducke, obtidos in vitro, para os
tratamentos envolvendo diferentes tipos de reguladores de

crescimento.

Trat® Test. F1 F2 F3 F4 F5

Médias* 10A 12A 12A 14A 13A 14A

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si.

Esses resultados estdo de acordo com Pasqual et al. (1997), os quais consideram
essencial o uso de auxinas para promover a formacdo e crescimento de calos em tecidos
vegetais. Porém, em trabalhos de Abbade et al. (2005,) verificou-se que a formacgéo de calos
em explantes foliares de Jatoba (Hymeneae courbaril L.), apresentou-se satisfatéria
combinando 2,0 mg.L™* de BAP + 3,0 mg.L™ de 2,4-D, em meio de cultura, ou seja, houve a
necessidade do uso de ambas classes de reguladores de crescimento.

Trabalhando com folhas jovens de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb), Santos
et al. (2005), também obtiveram resultados semelhantes, induzindo 90,27% dos explantes
ao utilizarem 1,0 mg.L™ de TDZ combinado com 2,0 mg.L" de 2,4-D. J& Moraes et al.
(2001), trabalhando com segmentos foliares de cumaru (Dipterix odorata (Aubl.) Willd.),
induziram calo utilizando BAP e 2,4-D nas concentragfes: 1,0 e 2,0; 1,0 e 2,5; 1,5 e 1,5
(mg.L™) respectivamente. Porém, Costa et al. (2005), obtiveram calogénese em explantes
foliares de pimenta-longa (Piper hispidinervum), ao utilizarem 5,0 mg.L™* de ANA em meio de
cultura e Santiago et al. (2005) ao combinarem 27,135 uM e 2,685 uM de 2,4-D e ANA,

respectivamente, interagindo com BAP a 8,88 M.
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Fragmentos in vitro Fig. 36

Fig.35. Fragmentos foliares in vitro, dispostos em sala de crescimento.;
Fig.36. Formacédo de calo em fragmentos foliares de Aniba rosaeodora
Ducke, inoculados em meio MS, contendo 5,0 mg.L™ de ANA.

Fig. 37 Fig. 38b

Vista

Nervura
/ Adaxial

Principal

¥ Secundaria

Fig.37. Detalhe da formacé&o de calo a partir das nervuras principal e secundaria, cujo meio
continha 5,0 mg.L'1 de ANA; Figs. 38a e 38b. Detalhe da formacéo de calo nos fragmentos
foliares, inoculados em meio MS, contendo 5,0 mg.L'l de 2,4-D, ap6s 40 dias de incubacao.

Tais resultados quando comparados ao do presente projeto, mostraram que 0S
fragmentos foliares de pau-rosa sdo capazes de responder & calogénese sem a presenca de
reguladores de crescimento em meio de cultura, ou com uso independente de uma auxina
ou citocinina, e que tanto as nervuras principais como as secundarias possuem capacidade
de formar calos, facilitando desta forma, a indug&o de organogénese.

Talvez em trabalhos futuros, estes resultados sejam otimizados ao combinarmos o
uso das duas classes de reguladores de crescimento. Assim, poderemos ter melhores
resultados para este tipo de inducao, até chegar, a formacdo de 6rgdos especializados,
como gemas e raizes, com a total regeneracéo da espécie estudada.

Outra hip6tese a ser considerada, €, utilizarmos este material para a producédo de
calos em suspensao celular, com o proposito econdmico de se extrair 6leo essencial da
espécie, criando-se desta forma, novas alternativas de producao e extracao desta matéria-

prima.
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5.5 Aclimatacao

Dos tratamentos utilizados no processo de transplantio e aclimatacdo das plantulas
de pau-rosa adquiridas in vitro, nenhum dos substratos utilizados mostraram-se eficientes
para a adaptacéo das plantulas as novas condicbes ambientais. Em todos os tratamentos, o
indice de sobrevivéncia das mesmas foi zero em menos de 30 dias ap6s o transplantio.

Todas as plantulas apresentaram-se necrosadas (Fig. 41) com perda de folhas (Fig.
42), e aparecimento de fungos em algumas repeticdes. A Unica diferenca observada entre
os tratamentos utilizados, foi que as plantulas transplantadas para o substrato contendo
apenas vermiculita, resistiram mais tempo no substrato, aproximadamente 25 dias apés o
transplantio. J4 as plantulas transplantadas em substratos contendo terra-preta, barro e
areia, resistiram aproximadamente 10 dias.

Poucas sao as espécies florestais aclimatadas segundo a literatura. Dousseau et al.
(2005), por exemplo, conseguiram aclimatar plantulas de ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia
(Vahl) Nich), transplantando-as para tubetes contendo Plantmax ®, em viveiro sob diferentes
niveis de sombreamento, obtendo um indice superior a 80% de sobrevivéncia das mudas.
Ja Pereira et al. (2001), aclimataram 90% de plantulas de macieira utilizando substrato
composto de terra de mato, casca de arroz carbonizada e esterco bovino na proporgéo 3:1:1
(v/v), previamente esterilizados com brometo de metila.

Telles et al. (2005), trabalhando com caquizeiro (Diospyrus kaki L.), conseguiram
uma percentagem de sobrevivéncia das plantulas adquiridas in vitro, abaixo de 50%,
aclimatando-as em casa-de-vegetacdo, em copos de plastico de 250 mL com substrato
Plantmax ®, sem cobertura. Porém, no mesmo trabalho, eles conseguiram aclimatar 9,5%
de plantulas colocadas no mesmo substrato, cobertas com copo de plastico transparente de
300 mL.

Essa diferenga na percentagem de sobrevivéncia entre os dois tratamentos pode ter
ocorrido, devido a elevacdo da temperatura dentro do copo, no tratamento cujas plantas
possuiam cobertura, causando a morte das mudas e favorecendo o desenvolvimento de
fungos no substrato. Este resultado assemelha-se com o do presente estudo, levando-nos a
pensar, portanto, que, plantulas de pau-rosa adquiridas in vitro, sdo muito sensiveis ao
processo de aclimatacdo. Portanto, a temperatura e umidade relativa sdo pontos

estratégicos para que haja boa adaptacdo da espécie na hora de aclimata-las.
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Fig.39. Vista aérea do inicio da necrose foliar; em uma plantula de
Aniba rosaeodora Ducke, ap6s 3 dias de transplantio; Fig.40. Vista
frontal.

Necrose Fig.42 Perda das

Fig.41. Plantula totalmente necrosada ap6s 10 dias de transplantio
para o substrato contendo areia, barro e vermiculita; Fig.42. Inicio da
perda das folhas.
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. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste estudo, verifica-se que:

A desinfestacdo de apices, segmentos nodais e folhas de pau-rosa, utilizando
benomyl (4g.L™") e hipoclorito de sédio a 20% (a4gua sanitaria comercial)
acrescido de tween 20, proporciona uma reducao satisfatoria no aparecimento de

fungos e bactérias nestes explantes quando cultivados in vitro;

O meio MS acrescido da citocinina BAP (4,0 mg.L™), combinada com a auxina
AIA (6,0 mg.L™") ou ANA (6,0 mg.L™), proporciona a melhor inducdo de brotos em

apices e segmentos nodais de pau-rosa;

A auxina ANA acrescida ao meio MS na concentracdo de 3,0 mg.L™ propicia a

melhor inducéo de raizes em apices e segmentos nodais de pau-rosa;

A melhor formacdo de calo em apices e segmentos nodais de pau-rosa, €
proporcionada ao utilizar a citocinina BAP (4,0 mg.L™) combinada com a auxina
2,4-D (6,0 mg.L™") em meio MS;

Os fragmentos foliares de pau-rosa respondem bem a formacao de calo, ao
utilizar-se as auxinas ANA ou 2,4-D isoladamente em meio MS, na concentragéo

de 5,0 mg.L?, quando cultivados in vitro;

Os substratos contendo terra-preta, barro, areia e vermiculita, ndo séo eficientes

no processo de aclimatagdo das plantulas de pau-rosa enraizadas in vitro.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo descreveu protocolos referentes a assepsia, inducdo de broto,
raiz e calo em brotacdes apicais, segmentos nodais e fragmentos foliares de pau-rosa,
mostrando que estes explantes utilizados possuem a capacidade de formar e regenerar
plantulas completas de pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke), demonstrando que a técnica de
cultura de tecidos vegetais, pode ser utilizada como uma nova alternativa para reproducao
da espécie.

Porém, no que diz respeito, ao processo de aclimatacdo de pau-rosa, novos
protocolos devem ser determinados e testados, para que se feche o ciclo da propagacgéo

gerada in vitro.

Assim, os resultados gerados neste estudo, servirdo, no futuro, para realizacdo de
novos protocolos trabalhados com a espécie, com o intuito de otimizar o processo de
multiplicacdo in vitro da mesma, assim como, a sua aclimatagdo, gerando novos

conhecimentos e alternativas para sua reproducao e exploragéo.
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